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1 RESUMO GERAL

Poluicdo ambiental pode ser compreendida como o espalhamento de um material em um
ambiente, de forma que esse tenha efeitos nocivos a biota que 14 existe ou interage. Dentre os
tipos de poluente, ¢ possivel se listar os poluentes convencionais, de origem natural e finitos,
tais como hidrocarbonetos oriundos do petrdleo; os poluentes xenobidticos, artificiais e
finitos, tais como farmacos e agrotoxicos e os elementos xenogenéticos, gerados a partir de
acdes antropicas e capazes de se reproduzir em seus hospedeiros, tais como plasmideos
epidémicos. Em uma perspectiva de saide unica, a saide humana ¢ dependente e relacional
com a saude de animais domésticos e do meio ambiente como um todo, de forma que se faz
necessario entender e mitigar as agdes antropicas nocivas ao meio ambiente. Em uma primeira
etapa do presente estudo, foi feita a prospeccdo de microrganismos capazes de degradar
cafeina e paracetamol, dois dos poluentes mais comuns em ambientes aquaticos, a partir de
uma amostra de dgua superficial do lago Paranod. Ao final da prospeccao por enriquecimento,
foi isolada uma colonia de bactérias, as quais eram capazes de crescer em meios minimos
contendo apenas um dos fidrmacos como fonte unica de carbono e energia. Analises
bioquimicas e genomicas identificaram a espécie do isolado como Klebsiella pneumoniae.
Curiosamente, esse isolado produz um pigmento marrom apenas em culturas com
paracetamol e analises espectroscopicas em ultravioleta, luz visivel e infravermelho sugerem
tratar-se de uma melanina, o que pode levar futuramente a aplicagdes biotecnoldgicas, tais
como 0 uso dessas na remog¢do de novos poluentes, em uma segunda ordem de despoluicio.
Analises gendmicas indicam a presenca de genes e vias metabdlicas de degradacdo desses
farmacos, porém a ainda ¢ necessaria sua comprovagao experimental. Em uma segunda etapa,
foram avaliadas caracteristicas de interesse médico do isolado, com foco em analises
gendmicas. Andlises de average nucleotide identity (ANI) e in silico Multilocus sequence
typing(MLST) revelam o isolado como pertencente a uma nova linhagem de K. pneumoniae,
cujo numero de linhagem tipo (strain type) foi depositado em banco de dados da espécie. O
antibiograma do isolado mostra que esse possui o fendtipo de multirresisténcia a antibioticos,
dentre eles quinolonas, cefalosporinas e carbapenems. Andlises gendmicas apontaram para
poucas evidéncias relacionadas a hiperviruléncia do isolado, no entanto foram detectados

grupos de genes relacionados a viruléncia e foram encontrados genes de resisténcia, incluindo



genes de beta-lactacamase de espectro estendido e de carbapenemase, esse ultimo associado a
um transposon ndo descrito na literatura. O isolado também possui um contig
extracromossOmico idéntico a uma sequéncia observada em uma cepa de K. pneumoniae
hospitalar, o que indica a presenga de um fluxo de genes entre a rede de hospitais do Distrito
Federal e o lago Paranod, com novos estudos sendo necessarios para um melhor entendimento
deste fluxo. O achado de uma cepa bacteriana multirresistente no lago Paranoa € preocupante,
uma vez que esse ¢ utilizado para fins recreativos pela populagdo local, bem como fonte de
captacdo de agua potavel, ainda que existam processos a jusantes de tratamento desta. Por
fim, estudos na literatura indicam a correlacdo no aumento de temperatura ambiental e
aumento no numero de infeccdes com bactérias multirresistentes a antibacterianos em
humanos. Fatores bioquimicos de bactérias a mudangas nas sociedades humanas tém sido
apontados como possiveis hipoteses para essa correlagdo e o reuso de agua com bactérias

multirresistentes pode ser um fator a contribuir com esta.

Palavras-chave: Poluicao, biorremediacao, melanina, Klebsiella pneumoniae, resisténcia

a antimicrobianos.



2 ABSTRACT

Environmental pollution can be understood as the spread of a material in an
environment, such that it causes harmful effects in its existing or interacting biotia. Among
the different types of pollution, there are the conventional, of natural sources and finite, such
as oil borne hydrocarbons; the xenobiotic, generated as a result of anthropic activities and
finite, such as pharmaceuticals and agrotoxics and the xenogeneic, also resulted from human
activities, but with the capacity of replication in their hosts, such as epidemic plasmids. Under
the One Health perspective, human health depends on and relates with the health of domestic
animals and the environment as a whole, so that it becomes necessary to understand and
mitigate harmful effects of human actions in the environment. In the first part of the present
study, microbes were prospected in function of their capacity for biodegrading caffeine and
acetoaminophen, two of the most common xenobiotics in water bodies. This prospection was
based on water samples from the local Paranoé lake. By the end of the prospection, a colony
of bacteria was isolated, which was capable of growth in M9 minimal medium supplemented
with either caffeine or acetoaminophen as sole carbon and energy sources. Biochemical and
genomic analyses identified these bacteria as belonging to the Klebsiella pneumoniae species.
Curiously, these bacteria were able to produce a brown pigment when in contact with
acetoaminophen. Spectroscopic analyses in ultraviolet, visible and infrared light indicate that
this pigment is a melanin, which may lead to future biotechnological applications, such as its
use to remove new pollutants in an environment, as a second-order depollution. Genomic
analysis of the isolate point towards the presence of metabolic pathways potentially involved
in the biodegradation of these drugs; however further experimental assays are needed to
demonstrate this capacity. In the second part of the study, medically relevant features of the
bacterial isolate were analyzed, with a focus on genomic analysis. Average Nucleotide
Identity (ANI) and Multilocus Sequence Typing indicate that this isolate represents a novel
strain for the species, whose Strain Type was deposited in a database of K. pneumoniae. The
antibiogram of the isolate shows that it possesses the multidrug resistance phenotype which
comprehends resistance to quinolones, cephalosporins and carbapenems. Genomic analysis
found little evidence related to the hypervirulent phenotype, though genes clusters related to

virulence and related to drug resistance have been found, including genes of extended-



spectrum beta-lactamase and carbapenemase, the latter of which associated with an
undescribed transposon in the literature. The isolate also has an extrachromossomal contig
that is identical to a sequence found in a local hospital strain, which points toward the
presence of a gene flow from local hospitals into the lake, with further studies necessary to
test this possibility. This hypothesis is concerning, given that the lake is used for recreational
purposes by the local population and it is used as a reservoir for water reuse, including
drinking water, even though there are downstream water treatment processes. Finally, there
are studies in the literature which present a correlation between increases in environmental
temperature and number of antibacterial-resistant bacterial infections in humans. Factors
ranging from biochemical pathways to human societal changes have been attributed as
possible causes for this correlation and water reuse with antimicrobial resistant bacteria may

be one contributing factor.

Keywords: Pollution, bioremediation, melanin, Klebsiella pneumoniae, antibiotic

resistance.



CAPITULO 1 - PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS PARA A DEGRADACAO
DE XENOBIOTICOS EM AMBIENTES AQUATICOS



3 RESUMO DO CAPITULO 1

A 4gua ¢ um bem fundamental a vida na Terra e ao bem-estar social. No entanto, o acesso a
agua para fins diversos tem se tornado mais restrito, dadas as mudancas climaticas e a
poluicdo de origem humana. Além dos poluentes derivados diretamente do petrdleo, nas
ultimas décadas tém se dado mais atengdo as moléculas xenobidticas, as quais ndo ocorrem
naturalmente, mas dependem da a¢ao humana para existir, como agrotdxicos, inseticidas,
farmacos, dentre outros. Tais moléculas podem afetar os ciclos de vida de biotas que entrem
em contato com essas, bem como prejudicar a saide humana. Em colaboragdo com um grupo
de pesquisa do Instituto de Quimica da UnB, buscou-se por microrganismos capazes de
executar dois propositos: degradar cafeina e/ou paracetamol, dois dos xenobidticos mais
abundantes em corpos aquaticos, além de colonizar particulas de carvao feitas para a adsor¢do
dessas moléculas. A associagdo de microrganismos ao carvao permitiria em tese a regeneragao
do sistema, prolongando o seu tempo util de biorremediagdo. Foram feitos cultivos de
enriquecimento utilizando agua do Lago Paranoa, coletada proxima a estacao de tratamento
de esgoto da Asa Norte, nos quais paracetamol era a Unica fonte de carbono e energia
disponivel. Ao final da prospeccdo, foi obtido um isolado bacteriano, capaz de crescer em
meios com cafeina ou paracetamol como fontesde carbono. No entanto, a demonstragao
experimental da degradagao desses farmacos por técnicas de quimica analitica resta a ser
demonstrada. Esse isolado foi identificado por PCR e métodos bioquimicos como pertencente
ao género Klebsiella. Curiosamente, essa linhagem produz um pigmento marrom quando em
cultivo com paracetamol. Esse pigmento foi enriquecido a partir de culturas da linhagem e
teve suas propriedades fisico-quimicas analisadas para sua identificagdo. O pigmento se
mostrou insoliivel para a maioria dos solventes testados; possui ampla faixa de absor¢do de
luz no espectro ultravioleta-visivel, com decaimento progressivo da absor¢ao conforme o
espectro aumenta em comprimento de onda e se mostrou altamente termoestavel. Tais
caracteristicas sao tipicas de melaninas. A identificacdio de grupos funcionais por
espectroscopia em infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) também ¢ compativel
para este tipo de molécula. A transformagdo de um poluente em uma melanina ¢ de interesse
biotecnoldgico, visto que melaninas possuem a capacidade de coordenar ions metélicos e

adsorver moléculas organicas. Dessa forma, essa conversdao pode promover uma remogao de



poluentes em uma segunda ordem, além de ser a primeira descri¢do de sintese de melanina
obtida a partir de um precursor xenobidtico. O sequenciamento do genoma da linhagem KpV3
permitiu a identificacdo de genes e vias metabdlicas possivelmente relacionadas a
biodegradacao de paracetamol, tais como a via de beta-cetoadipato e vias de degradagdo de

xilenos, trans-cinamatos e fenilpropanoatos.
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4 INTRODUCAO

4.1 AGUA E SUA PROTECAO

O acesso a agua ¢ fundamental para o desenvolvimento sustentavel, erradicagdo da
pobreza, fome e para o bem-estar humano. Diretrizes tomadas em recentes tratados
internacionais, como a Estrutura de Sendai para a Reducao de Riscos associados a Desastres e
o Acordo de Clima de Paris t€ém a 4gua como um dos principais pontos (1). Desde 2015, o
Forum Econdmico de Davos tem listado “crise hidrica”, entendida como um decréscimo
significativo em quantidade e qualidade de 4gua potavel, dentre os cinco maiores riscos
globais em termos de impacto social para os proximos dez anos (2). Em resposta as
preocupacdes globais acerca dos riscos associados aos recursos hidricos, a assembleia geral da
Organizagdo das Nagoes Unidas, por meio da resolugdo 71/222, proclamou o periodo de 2018
a 2028 como a Década de Agdo pela Agua. Essa resolugio busca fomentar a colaboragio
internacional em termos de ciéncia, pesquisa e inovagdo dos recursos hidricos para o
desenvolvimento sustentavel e estimular a execug¢do de programas ja existentes, como 0s
dirigidos para alcancar as metas estabelecidas pelo objetivo seis dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (Garantir disponibilidade e gestdo sustentavel de agua e
saneamento para todos). A resolugdo visa ainda a criacdo de novos programas para o alcance
do Objetivo seis de Desenvolvimento sustentavel e sub-objetivos relacionados a gestdo dos
recursos hidricos (3). Outras manifestagdes de encontros internacionais vém ocorrendo como
uma forma de conscientizar e estimular acdes acerca do uso sustentavel da dgua.

O segundo Forum Mundial da Agua, que ocorreu no ano 2000 em Haia, definiu um
conceito para a protecdo da agua mundial, a seguridade da agua, em sua declaracio

ministerial (3) como:

Garantir que agua doce, costal e seus ecossistemas associados sejam protegidos e
melhorados; que o desenvolvimento sustentdvel e estabilidade politica sejam
promovidos, que cada pessoa tenha acesso a agua limpa o suficiente por um preco
acessivel, de forma a levar a uma vida saudavel e produtiva e que os vulneraveis

sejam protegidos dos riscos relativos aos perigos a agua.
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J& o oitavo Férum Mundial da agua, que ocorreu no ano 2018 em Brasilia, definiu dez
principios para a promocao da justica da agua, isso €, o acesso de todas as pessoas a dgua
limpa, independente de condicdo financeira ou localizagdo geografica. Dentre esses

principios, escritos em sua Declaracdo de juizes ), estdo:

Principio 1 — Agua como um bem de interesse publico.

O Estado deve exercitar sua administracdo sobre todos os recursos aquaticos, e
protegé-los, em conjuncao com suas fungdes ecologicas associadas, para o beneficio
de geracdes atuais e futuras, e para a comunidade da vida na Terra.

Principio 2 — Justica da agua, uso da terra e a fungdo ecologica da propriedade.

Por causa das inter-relagdes proximas entre terra e agua e as fungdes ecoldgicas dos
recursos aquaticos, qualquer pessoa com o direito ou o interesse em usar recursos
aquaticos ou terrestres tem o dever em manter as funcgdes ecoldgicas e a integridade

dos recursos hidricos e seus ecossistemas associados.

Sob a perspectiva brasileira, o Artigo 225 da Constituicao Federal de 1988 afirma que:

Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso
comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao poder publico
e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para as presentes e futuras

geragoes.

O paragrafo primeiro desse mesmo artigo, inciso quinto diz ainda que o poder publico

deve:

Controlar a producdo, a comercializagdo ¢ o emprego de técnicas, métodos e

substancias que comportem risco para a vida, a qualidade de vida e o meio ambiente.

Jaa Lei 9433 de 1997, que criou a Politica Nacional de Recursos Hidricos, diz em seu

Artigo primeiro, incisos primeiro e segundo:

I - A 4gua é um bem de dominio publico;
IT - A agua ¢ um recurso natural limitado, dotado de valor economico;

Portanto, mesmo uma exposicdo breve de tratados internacionais e leis nacionais
revela que existe uma preocupacdo de diferentes paises em relacdo aos recursos hidricos.
A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda que cada pessoa possa usar 7,5

litros de agua por dia para fazer sua higiene. Considerando uma populagao de 7,5 bilhdes de
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pessoas, seriam necessarios 150 bilhdes de litros de agua limpa e acessivel por dia. Dessa
forma, a provisdao de agua de forma segura ndo apenas é o objetivo seis de desenvolvimento
sustentavel da Organizacao das Nacoes Unidas (ONU), mas perpassa pelos objetivos sete
(energia limpa e acessivel) e doze (consumo e producdo responsaveis), o que demanda

consumo responsavel da agua e redugdo na poluicao dos recursos aquaticos (5).

4.2 POLUICAO E XENOBIOTICOS

A nocao do ser humano como agente de mudanga no meio ambiente ndo ¢ recente. O
gedlogo Antonio Stoppani, em 1873 (6), descreveu “Uma forca telurica, cujo poder e
universalidade eram compardveis com as maiores forcas da terra”, ao se referir a “Era
antropozoica”. Em 1926, Vernasdky (7) afirma que os processos de aumento na capacidade de
pensamento do ser humano vinham ganhando cada vez mais influéncia sobre seu ambiente.
Crutzen em 2002 (8) propde a época geologica do “Antropoceno”, na qual os seres humanos
seriam uma for¢a crucial para a mudanga geofisica na Terra. Essa €poca foi proposta por
Crutzen com inicio na metade do século 18, quando foram registrados pela primeira vez
aumentos nas concentragdes de gas carbonico e metano em ar preso em gelo polar, bem como
quando ocorreu, em 1784, o desenvolvimento do motor a vapor por James Watt. O
antropoceno foi definido principalmente pelas mudangas antrdpicas nas concentragdes de
gases da atmosfera, mas também inclui outras mudangas ambientais, como aumento no uso de
solo e agua potavel, aumento no consumo de energia elétrica, crescimento da populacio
humana e aumento no uso de fertilizantes Em 2010, Dachs e Méjanelle (9) propdem de forma
mais explicita também a contribuicdo de poluentes organicos, particularmente poluentes
sintéticos, como fator de mudancas na biosfera durante o antropoceno.

Seres humanos sempre modificaram a composi¢cdo da biosfera, ao menos desde a
liberagdo de compostos policiclicos aromaticos com a invengdo do fogo ou pelo uso de
pigmentos na fabricacdo de produtos téxteis. Concomitantemente, ambientes costeiros,
estudrios e rios também estiveram sobre forte pressdao antropica, uma vez que as civilizagdes
humanas se desenvolveram ao redor desses corpos aquaticos (9). Atualmente, em termos
volumétricos, o derramamento de 6leo nos oceanos ainda representa a maior fonte de

poluentes organicos em ambientes aquaticos (10). No entanto, desde a segunda metade do



23

século 20, a diversidade de poluentes no meio ambiente tem aumentado significativamente,
com a introdu¢do de moléculas geradas pelas industrias. Essas moléculas que ndo sdo
sintetizadas na natureza ou cujas concentracoes aumentam drasticamente no ambiente por
acdo antrépica sdo chamadas de xenobioticos (9, 11). Muitos desses xenobidticos vem sendo
recentemente descritos como poluentes, assim também podendo ser chamados de poluentes
emergentes (12). Os aspectos de degradacdo, dispersdo e toxicidade desses compostos
comegaram a ganhar importancia a partir do trabalho de Halling-Sorensen e colaboradores,
apenas ao final da década de 1990, sendo assim um campo relativamente novo no estudo de
poluentes (13).

Petrie e colegas (12) abordam uma série de fatores para a mudanca nas concentragdes
de xenobiodticos em corpos aquaticos. Segundo os autores, globalmente, a presenga de mais de
200 xenobiodticos diferentes tém sido relatada em rios e lagos. No Reino Unido, 70
xenobidticos foram encontrados em aguas superficiais, dentre eles estdo os Anti-inflamatorios
ndo-esteroidais, betabloqueadores e antidepressivos. A remog¢ao dessas moléculas dos corpos
aquaticos varia conforme suas propriedades fisico-quimicas e degradacao pelos organismos
presentes no ambiente. Geralmente, essa remocao ¢ incompleta, de forma que os xenobidticos
costumam ser encontrados no ambiente em concentragdes de ng.L”' a pgL'. Essas
concentragdes podem variar drasticamente com base em muitos fatores. Alguns desses sdo a
recalcitrancia da molécula, por exemp lo ciprofloxacina, um antibacteriano que, ja foi
detectado em concentragdes de mg.L"', em parte por conta de sua atividade antimicrobiana.
Outros fatores sdo temporais, como ¢ o uso da molécula pela populacdo, uma vez que
moléculas associadas a farmacos licitos, como protetores solares, sdo encontradas em
quantidades maiores do que as oriindas de drogas ilicitas, como cocaina. Benzolecgonina,
principal metabdlito da cocaina, costuma ser detectado em niveis mais elevados durante os
fins de semana, assim como a presenga de anti-histaminicos na dgua estd relacionada a
estacdo de polen no Reino Unido. Os indices pluviométricos também afetam a concentragdo
ambiental de moléculas de xenobidticos. Por fim, outros fatores determinam a distribuicao
espacial de poluentes em corpos aquaticos. A superficie desses costuma ter concentragoes
maiores de poluentes cuja entrada ¢ atmosférica, como aerossdis, enquanto a coluna d’agua
apresenta maiores concentragdes de moléculas hidrofilicas e os sedimentos costumam
apresentar maiores concentracdes de moléculas hidrofobicas, de tal forma que uma
distribuicdo homogénea de moléculas se da apenas se o corpo aquatico for raso ¢ com alta
turbuléncia. J4 Dachs e Mejanelle (9) relatam que a fonte desses poluentes também pode

variar, poluentes emergentes costumam vir a partir de fontes primarias, como industrias e
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esgoto municipal ou domiciliar, enquanto que poluentes organicos persistentes (POPs) podem
ter como principal fonte outros ambientes naturais previamente poluidos, como solos, dada
sua recalcitrancia.

Embora existam diversos estudos sobre a ecotoxicidade de xenobioticos para
organismos aquaticos, esses testes costumam ser feitos em laboratorio e relacionando um tipo
de molécula para uma espécie de organismo, de forma aguda e deterministica. Dessa forma,
existem testes padronizados para a determinacao da toxicidade de diversos compostos. O mais
comum estd preconizado pelas diretrizes de testes quimicos da Organizacdo para a
Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE), no qual se avalia a curva de dose
resposta e dose EC50 de um determinado fairmaco na inibicdo de movimentacdo de crustaceos
do género Daphnia (14). Com base nesse teste, um farmaco € classificado como nocivo se a
EC50 for entre 100 mg.L" ¢ 10 mg.L", toxico se a EC50 for entre 10 mg.L"' ¢ 1 mgL"' e
muito toxico se a EC50 for menor que 1 mg.L"' (Como exemplo, a figura 1). Existem ainda
outros testes como ensaios de toxicidade em peixes da espécie Danio rerio (15). Embora esse
tipo de teste seja util para comparar a toxicidade de diversas moléculas, esses aferem a
toxicidade para espécies-modelo apenas, sem levar em consideragdo a toxicidade em nivel de
comunidades de organismos ou potenciais sinergismos de toxicidade entre moléculas (12).
Esse tipo de ensaio também ¢ mais adequado para a medi¢ao de toxicidade aguda de
moléculas, a qual depende de concentragdes relativamente altas no ambiente, em contraste
com a toxicidade de exposi¢do cronica, porém em concentragdes menores (16). Um dos
fatores que tornou o estudo de poluentes xenobidticos um assunto recente ¢ a concentragao
desses no ambiente e sua diversidade de moléculas, de forma que muitos poluentes podem
ndo ser analisados em um dado estudo de ocorréncia ou toxicidade porque ocorrem em
concentracdes indetectaveis metodologicamente ou possuem estrutura tal que nao existem
métodos para sua andlise, o que predispde tais estudos para a analise de um ou poucos
poluentes, representativos em sua dispersdo ou toxicidade de uma classe de poluentes, e em
concentracoes altas. Uma alternativa a esses estudos ¢ o fracionamento de poluentes in loco e
sua testagem sobre organismos, mas ainda sao necessarios avangos em técnicas analiticas para

uma compreensao mais realista sobre a presenca e efeito de poluentes sobre organismos (9).



25

1000.00-

| | 1
-, i 0 T

o © ~ I I
) l @ o fi
E 10.00 Toxic
: 1 : -
&)
= 4
1.00 l‘. .i- T .i- Very toxic
A0 T T T T T T T T T T T T
D R DN NS 2 2 D D
P A N L L O O L L
Q\'E' @’ & @" @’ & Q@ & é‘é‘ \‘S{f @’ ;‘3
g & & DTy T e S
N ¥ e & & R ¥ ) o &
QOQ Q@ & Q‘S, TS ¥ ~<§~“Q Qsﬁv *‘5’" S &
-~ 3 oy L LRI
S §F T FFFOFFS
& o & & & & @é‘.
ko (@ q&? oﬁ"

Figura 1. Toxicidade comparativa de diferentes xenobioticos. A comparacao se dd com base no
teste de EC50 de mobilidade de Daphnia. Retirado de Patrie et al, 2015.

4.3 CAFEINA E PARACETAMOL

Os farmacos paracetamol e cafeina sdo tidos como de toxicidade baixa, por isso
atualmente ndo sdo inclusos nas diretrizes atuais de vigilancia da Unido Europeia. Nunes e
colaboradores (17) observaram que ensaios de toxicidade de paracetamol para diferentes
organismos aquaticos mostraram doses de toxicas EC50 menores para crustaceos, como do
género Daphnia (Entre 5,0 a 70,0 mg.L™"), doses intermediarias para bactérias como do género
Vibrio (Entre 70,0 a 120,0 mg.L™") e a cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii (Entre

170,0 a 215 mg.L") e doses altas para plantas, como a alga Pseudokirchneriella subcapitata
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(Entre 350 a 550,0 mg.L™") e macrofitas do género Lemna (Toxicidade ndo observada para
doses menores que 1.000,0 mg.L™). No entanto, a dose EC50 teve ampla variedade mesmo ao
se comparar organismos do mesmo género, da ordem de dez vezes ou mais. De acordo com os
autores, a metabolizacdo intracelular de paracetamol pode levar a producdo de espécies
reativas de oxigénio, que por sua vez poderia levar a danos em polimeros de 4cidos nucleicos
(DNA e RNA), oxidagdo de membranas lipidicas e desnaturagdo de proteinas. Ainda de
acordo com os autores, paracetamol possui semelhangas estruturais com disruptores
endocrinos de crustaceos, o que poderia interferir com a muda desses e ajudar a explicar
porqué esse grupo de organismos foi mais sensivel a presenca do fdrmaco. De todo modo,
essa variedade na toxicidade para diferentes organismos torna dificil a previsdo do impacto
ecotoxicologico desses farmacos em rios e lagos. No entanto, de Voogt e colaboradores (18)
classificam paracetamol como um farmaco de controle prioritdrio em manejo de agua, por
conta de seu consumo elevado por humanos, toxicidade, ocorréncia em rios e lagos e sua
persisténcia.

Embora o estudo de contaminantes emergentes em corpos aquaticos tenha se
intensificado a partir dos anos 2000, existem relatos para a presenga de cafeina como poluente
destes desde 1968 (19), de forma que esse poluente ¢ um dos que mais possui registros em
numero de estudos, em anos analisados e ensaios de toxicidade descritos para organismos
aquaticos (20). Em uma meta-anélise de 522 estudos, Rodriguez-Gil e colaboradores (20)
estimaram a concentragdo de cafeina encontrada globalmente em diferentes corpos aquaticos
(figura 2). Além destes dados, também foi encontrado um artigo no qual foram determinadas
as concentragdes de cafeina em dgua de chuva na Italia (21). De acordo com os autores, dada
a distribuicao de casos de deteccdo de cafeina em corpos aquaticos, esse poluente ¢ ubiquo no
planeta. Ainda para entender como esse poluente ¢ distribuido no mundo, foram feitas analises
probabilisticas para a presenca de cafeina em diferentes regides geograficas (figura 2). Os
autores notam que ha uma sobreposi¢ao nos valores de concentracio de cafeina para influente
e efluente de esgoto na regido da América do Sul, o que segundo eles, poderia ser um
indicativo de que podem ser necessarias melhorias nos sistemas de tratamento de esgoto dessa
regido para a remogao desse farmaco. Ainda, dentre os dez estudos analisados por estes
autores com maiores concentracdes de cafeina para dguas superficiais, quatro sdo de estudos

brasileiros.
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Figura 2: Curvas de probabilidade de exposi¢cdo ambiental de cafeina por estudo analisado
em meta-analise. Os ambientes aquaticos de Influente de esgoto, efluente de esgoto, aguas
superficiais, aguas estuarinas, agua de oceanos, dgua potavel e dguas subterrraneas estao
representados. A drea ao redor das curvas representa o intervalo de confianca de 95% para as
distribui¢des. Modificado de Rodriguez-Gil ef al, 2018

Além disso, em uma revisdo bibliografica contendo estudos de 2012 a 2017, Sousa e
colaboradores (16) observaram que essas moléculas estdo dentre as encontradas em maiores
concentracdes em corpos aquaticos pelo mundo (figura 3). Essas concentragdes se devem ao
despejo relativamente constante e elevado dessas moléculas em corpos aquaticos; seja pelo
consumo da cafeina em cafés, chas, chocolates e medicamentos (22); seja pelo uso elevado de
paracetamol como farmaco, com ou sem prescri¢do (23), ambos sendo liberados inalterados
para os sistemas de tratamento de esgoto por meio da urina dos consumidores. Farmacos
como os supracitados podem ainda ter contribuigdes a sua concentracdo em corpos aquaticos
por meio de seu uso medicamentoso para animais domésticos e em efluentes industriais (17).
Uma vez que o despejo dessas moléculas faz com que suas concentracdes sejam altas
constantemente em rios e lagos, sendo assim denominados pseudo-persistentes, estas podem

representar potenciais fontes de toxicidade cronica em ecossistemas aquaticos (16).



28

Acetaminophen Y A A} Analgesic

Ciprofloxacin . i |
Enrofloxacin |
Norfloxacin '
Ofloxacin ] o
Roxithromycin' Antibiotic drugs
Sulfadiazina%
Sulfamethazine }
Sulfamethoxazole £ =
Trimethoprim . [} | J
Atenolol I B Beta — blockers
Metoprolol S | J
Bezafibrate po
P | Lipid regulators and sta'
Ibuprofen .} |
Ketoprofen I B ~NSAID
Naproxen T ————————————— [ E—— ]
Carbamazepine B | Psychiatric drug
Caffeine | ra . ]} CNS stimulant
ey ] -Estrogen
Carbofuran | ] I Carbamate pesticide
Metolachlor RIS I I Chloroacetanilide herbic
Carbendazim | | Organofluorine pesticidi
Diazinon | T®
Dimethoate | @ ] - Organophosphorus pes!
Malathion | ) |
Bisphenol A | = } Phenolic compound
Terbuthylazine % I Triazine pesticide
0 250 500 750 2000 2500 3000 3500 4000 50000

Concentration (ng L")

Figura 3. Concentracao de Moléculas poluentes ndo-monitoradas pela legislagdo europeia,
mas para as quais existem ao menos dez estudos entre 2012 e 2017. Os circulos negros
representam a média das concentragdes encontradas nos artigos e os tridngulos brancos, a
mediana. Retirado de Sousa et al, 2017.

4.4 BIORREMEDIACAO

A biorremediacao, se concebida como o uso de organismos vivos para a degradacdo de

dejetos, vem sendo utilizada inconscientemente desde o inicio das civilizacdes humanas,

quando essas precisavam se livrar de seu lixo. Muitas vezes sem saber da presenca dos

microrganismos, os seres humanos vém dependendo destes para a degradacdo de rejeitos

domeésticos, da agricultura e da industria. Todavia, nos ultimos séculos, o uso de

microrganismos tem se tornado menos intuitivo e mais afeito ao conhecimento técnico,

cientifico e a engenharia (24). Desde meados do século XIX na Inglaterra, filtros baseados em

bancos de areia vém sendo usados para a remocao de turbidez e poluentes biolégicos, como

protistas e virus, com a participacdo de bactérias em sua superficie. Estes filtros tém sido

aplicados desde 1892 na Alemanha e desde a década de 1930 na China (25). Ainda em 1930,
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Tausz e Donath (26) propoem o uso de bactérias para a degradacao de moléculas derivadas de
petréleo, como hexano, heptano e decano. Ja a primeira aplicacdo da biorremediacdo como
ciéncia em um local poluido foi feita por Raymond e colegas em 1975 (27), os quais
observaram que a adicdo de nutrientes em solos contaminados com petréleo permitia o
aumento no numero de bactérias capazes de degradar hidrocarbonetos e, portanto, permitia
um aumento na degradacdo dos poluentes derivados do petréleo. Atualmente, sabe-se que
microrganismos possuem ampla distribuicdo em habitats do planeta, como consequéncia
possuem ampla diversidade metabdlica, além de participarem de processos de fixacdo de
carbono, fixacdo de nitrogénio e contribuirem para geracdo e consumo de metano e
compostos sulfurados, sendo parte importante dos ciclos geoquimicos globais (10). Ao
considerar essas caracteristicas, fica evidente o potencial no uso de microrganismos para a
biorremediacao.

Na despoluicdo aquatica, particularmente para agua potavel, o uso de agentes
biologicos possui uma série de vantagens sobre tratamentos exclusivamente quimicos ou
fisicos, tais como serem de possivel utilizacdo para uma ampla diversidade de poluentes; sao
menos custosos e requerem menos energia; podem ser utilizados de forma robusta em vérias
condi¢Oes operacionais de tratamento e tipicamente causam a mineralizagdo completa de
poluentes ndo-metalicos, isso é, promovem a conversao desses poluentes em seus
constituintes inorganicos fundamentais, como H,O e CO, (5).

Garbisu et al (2017) (28) classificam as estratégias de biorremediacdo de compostos
organicos como bioatenuagdo, bioestimulacdo e bioaumento. Esse ultimo poderia ser sub-
dividido entre bioaumento celular e bioaumento genético. Na bioatenuagdo, nenhuma
intervencdo humana ¢ feita sobre o ambiente afetado, de forma que os microrganismos
nativos despoluam o ambiente naturalmente. Nessa estratégia, a intervencdo humana esta
limitada a monitorar parametros do ambiente afetado relacionados a polui¢do, como pH,
medidas de turbidez aquatica, dentre outros. Na bioestimula¢do, condigdes abidticas do
ambiente sdo modificadas, como temperatura, umidade, pH, dentre outros ou sdo inseridas
fontes de carbono ou nitrogénio ou ainda aceptores de elétrons para microrganismos nativos
se encontrarem em condi¢cdes favoraveis para a remog¢do do poluente, ou seja, sdo feitas
modificagdes no ambiente de forma a se estimular a degrada¢do do poluente por populagdes
ou comunidades nativas de microrganismos. J& no bioaumento, informacdo exdgena ao
ambiente ¢ introduzida nesse para a remoc¢ao do poluente. Isso pode se dar pelo bioaumento
celular, onde microrganismos exdgenos capazes de degradar ou imobilizar o poluente sdo

introduzidos no ambiente. E também pode ser feito por meio do bioaumento genético, onde
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microrganismos exdgenos sdo introduzidos no ambiente para transmitir genes relacionados a
remocao do poluente para microrganismos nativos, geralmente por conjugacdo plasmidial.
Enzimas exdgenas, como peroxidases, laccases e tirosinases ainda podem ser alternativas para
a biorremediagdo, em sistemas livres de células (29). Também podem ser implementadas as
chamadas células de combustivel microbianas (Em inglés, Microbial fuel cells), onde um
catodo e um anodo sdo introduzidos no sistema de biorremediagdo de forma a conferir
elétrons necessarios para a biorremediacao dos microrganismos circundantes, pelo catodo, ou
remover elétrons gerados a partir desta atividade, pelo anodo. De todo modo, ha a geragao de
corrente elétrica, que pode ser um subproduto benéfico do processo. Ha também as células de
eletrolise microbiana, onde ¢ fornecida energia pelo catodo, necessaria para a conversdo de
uma molécula recalcitrante a biorremediagdo em um produto passivel de mineraliza¢do pela
microbiota presente. Ambas as células de combustivel microbiana e de eletrélise microbiana
podem ser utilizadas para acelerar a cinética de degradacdo de um dado poluente, sem
necessitar da introducdo de moléculas exdgenas como fontes de elétrons, como ocorre na

bioestimulagdo (30) (Figura 4).

IOkl

Reduced

| Oxidized
substrate [ " substrate
Metabolic - (_b 4
products — Metabolic
5 e products
(] - k*(.)
Anodic substrates: ( l e | O Cathodic substrates:
v Oxidizable substances in T | v Oxygen
wastewater and sediments —— 3 —1 v Protons
v Hydrocarbons Anode \CathOde v Carbon dioxide
v' Sulfide Separator v Halogenated hydrocarbons
v’ Hydrogen P v" Nitrate
v As?, Fe2* Legend: v
v

ues, Cre*
¥ o :

Redox-active component (e.g.,
cytochromes, pili)

@ soluble redox mediator (oxidized)

() soluble redox mediator (reduced)
Figura 4. Esquema geral de funcionamento de uma célula de combustivel microbiana.
No anodo, podem ser coletados elétrons vindos da oxidacdo de um composto de
interesse por microrganismos, sejam esses compostos de natureza mineral ou organica.
Estes elétrons podem ser transferidos ao anodo por sistemas redox dos microrganismos
ou por mediadores soluveis. No catodo, o contrario acontece, sao expelidos elétrons que
podem ser utilizados por microrganismos para reduzir compostos de interesse, esses
sendo minerais ou organicos. Retirado de Wang et al, 2020
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Como um breve adendo, até sistemas de corrente elétrica separados espacialmente em
catodo e anodo ndo foram invengdes originais dos seres humanos. As ditas bactérias de cabo
(cable bacteria) conseguem formar cabos multicelulares através de centimetros em substratos
marinhos, conectando reagdes de oxidagdo de sulfeto de hidrogénio (anodo) a reacdes de

reducdo de oxigénio (catodo) (31) (Figura 5).
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Figura 5.0xidagdo cléassica de sulfeto de hidrogénio por microrganismos terrestres versus
oxidacdo eletrogénica. Em reacOes classicas de oxidacdo de enxofre, tanto moléculas
contendo enxofre, como H2S, sdo oxidadas quanto gas O2 é reduzido por uma mesma
populacdo bacteriana. Na oxidagdo eletrogénica, bactérias em camadas andxicas oxidam
moléculas com enxofre e carream elétrons por cabos bacterianos até as bactérias na
superficie, o que permite usar camadas mais profundas de substrato para obtencdo de energia.

Para a introducao de microrganismos exdgenos em um ambiente a fim de se propiciar
biorremediacdo, esses podem ser introduzidos como células livres, sistemas de
aprisionamento em uma matriz ou de adsor¢do sobre uma superficie carreadora, sendo esses
sistemas detalhados por Lin e colegas (2010) (32). Ao se introduzir microrganismos em
associagao com algum sistema de transporte, em vez de células livres, ¢ possivel se obter
maior tolerdncia dos microrganismos contra a toxicidade do poluente, bem como se ter maior
controle da dispersdo desses no ambiente e de proteger os microrganismos contra outros

fatores prejudiciais, como predadores e demais toxinas do sistema. Nas estratégias de



32

aprisionamento, os microrganismos sdo contidos dentro de matrizes, podendo ser de
carboidratos como alginato; agar; goma gelana; dentre outros ou sintéticos como alcool
polivinilico. Ja nas estratégias de adsorcao, podem ser usadas diversas superficies, contanto
que essas sejam colonizaveis pelo microrganismo em questdo, como compostos silicados,
ceramicas e carvoes. Enquanto as estratégias de aprisionamento proporcionam maior
conten¢do dos microrganismos no ambiente, essas estratégias também oferecem mais estresse
para o crescimento dos microrganismos, em relacdo as estratégias de adsorcdao. Dentre os
carreadores por adsor¢do, aqueles feitos a partir de carvoes tem sido descritos para a
biorremediacao de poluentes poliaromaticos de petroleo (33, 34) e poluentes sintéticos, como
piridina (32) e cipermetrina (35), dentre outros. Enquanto a superficie carbonacea pode
adsorver diretamente os poluentes do ambiente, ela também pode carrear microrganismos
exdgenos para a biodegradacao desses (bioaumento) e propiciar condi¢cdes mais favoraveis
para a microbiota nativa também degradar o poluente, como fontes de carbono e nitrogénio
(bioestimulagdo) (34). Um colega do instituto de quimica, Carlos Cardoso, desenvolveu
particulas de carvao, a partir da pirdlise de cascas de jatoba, capazes de adsorver cafeina e
paracetamol. Ele nos procurou para prospectar microrganismos que fossem capazes de
colonizar essas particulas e contribuir para a degradacgao desses farmacos. Como colaboracao,
ele gostaria de aplicar microrganismos capazes de colonizar a superficie de carvao e degradar
os xenobioticos. Dessa forma, o consumo dos xenobidticos pelas bactérias aderidas as
particulas de carvdo poderia levar a regeneracao da capacidade adsortiva deste, tornando o
sistema mais sustentavel a longo prazo. Portanto, a motivagcdo original para o presente
trabalho foi a prospec¢do de microrganismos capazes destas fungdes.

Além das estratégias de biorremediag¢do, algumas técnicas para a prospeccao de
microrganismos de interesse se tornaram caracteristicas da area, como discutido por Haiser e
Turnbaugh (36). Dentre elas estd o Isotope probing, no qual a molécula a ser degradada ¢
marcada com isotopos de carbono e se monitora no ambiente quais microrganismos
incorporam esses isotopos em suas moléculas de DNA, RNA ou acidos graxos. A molécula a
ser degradada também pode ser utilizada como Unica fonte de carbono e/ou nitrogénio e/ou
unico aceptor final de elétrons em meios de cultura, de forma que a degradacdo desse
composto se torna condi¢do sine qua non para o crescimento do microrganismo. Essa
estratégia € conhecida como enriquecimento seletivo de microrganismos. Também € possivel
construir bibliotecas metagendmicas de microrganismos de um dado ambiente em células
hospedeiras, tais como Escherichia coli, e as colOnias resultantes podem ser prospectadas pela

atividade de biorremediagdo de interesse, em vez de se prospectar pelos microrganismos do
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ambiente diretamente. Essa técnica recebe o nome de metagendmica funcional. Finalmente,
existe a técnica substrate induced gene expression (SIGEX). Nessa, aproveita-se o fato que
genes relacionados ao catabolismo de moléculas orgdnicas comumente tem sua expressao
induzida pela presenca dessas. Assim, sdo construidas bibliotecas gendmicas plasmideos
de expressdo de GFP, de forma que se buscam sequéncias promotoras da expressdo deste
gene. Em seguida, as colOnias resultantes sdo expostas a molécula de interesse e as células
fluorescentes sdo analisadas.

Até o presente, a biodegradacdo de paracetamol (acetaminofeno ou N-acetil-p-
aminofenol) por microrganismos ¢ pouco conhecida, por conta dos trabalhos que descrevem
essa atividade o fazerem exclusivamente por métodos de quimica analitica, como HPLC/MS.
O que se sabe (figura 6) ¢ que a forma de degradacdo mais observada ¢ a conversao de
paracetamol em 4-aminofenol, esse sendo um agente mutagénico € comumente nao ¢
catabolizado posteriormente por microrganismos. Em condi¢des nas quais 4-aminofenol foi
degradado, esse era transformado em hidroquinona. Na maioria dos estudos, a hidroquinona
tem seu anel aromatico rompido, provavelmente por uma dioxigenase, em 4-hidroximuconico
semialdeido. Foram também descritas alternativas para a degradagdo de hidroquinona em
acido hexa-3-enedidico, hidroxiquinol ou 4-metoxifenol, sendo que 4-hidroximucdnico
semialdeido e hidroxiquinol podem ser convertidos em acido maleiacético. Existe ainda a
degradacao por metilagdo de paracetamol em p-acetonisideo, hidroxilagdo de paracetamol em
3-hidroxiacetaminofeno e¢ a conversao de paracetamol em catecol, por passos reacionais

desconhecidos (23).
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diferentes estudos. Modificado de Zur et al, 2018.

Até a década de 1970, a biodegradagdo de cafeina ndo era estudada, pois existiam
relatos da capacidade antimicrobiana da molécula isolada ou em associacdo com outros
antimicrobianos (37). At¢ que em 1971, Kurtzman e Schwimmer demonstram essa
biodegradacdo por microrganismos (38).

Desde entdo, em bactérias, trés vias metabolicas estdo descritas para o catabolismo de
cafeina (1,3,7-trimetilxantina). Essas vias sdo a N-demetilacdo (figura 7), via de oxidag¢do C-8
(figura 8) e uma via onde metabolitos intermediarios da N-demetilagdo sofrem oxida¢do em
C-8 (figura 9) (22, 37). Em todas as vias, as bactérias sdo capazes de mineralizar cafeina em
gas carbonico e amodnia, de forma a obter energia, carbono e nitrogénio. A partir de cada
demetilagcdo, com o uso também de oxigénio molecular como substrato reacional, sao gerados

como produtos um aldeido e uma molécula de agua (22).
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Na via de N-demetilagdo, como o nome sugere, grupos metil ligados a nitrogénio da
molécula sdo removidos sucessivamente. Essa via aparenta ser a principal via utilizada por
microrganismos para degradacio de cafeina e ¢ a melhor caracterizada em termos de enzimas
envolvidas. A principal via de N-demetilagdao, ao menos em Pseudomonas putida CBBS, se da
pela remocao de metil nas posicdes 1, gerando teobromina e em seguida 3, gerando 7-
metilxantina, a qual ¢ demetilada em xantina. Essa ltima pode ser degradada por meio da via
catabolica das purinas. De forma alternativa, o metil da posi¢cao 5 pode ser removido primeiro
a partir da cafeina, gerando paraxantina. Essa entdo ¢ demetilada em sua posi¢do 3, gerando
7-metilxantina. Para a cepa de P. putida CBBS5, a proteina NdmA possui atividade
monoxigenase e remove o metil do nitrogénio 1 e a proteina NdmB também possui atividade
monoxigenase ¢ remove o metil do nitrogénio 3. Para a acdo dessas enzimas, uma redutase,
NdmD, que promove o transporte de elétrons de NADH para a reagdo. Para a demetilagao do
nitrogénio 7, um complexo proteico, chamado NdmCDE, ¢ empregado. Nesse complexo,
NdmC possui atividade monoxigenase, porém, ao contrario de NdmA ¢ NdmB, ndo possui
cluster férrico para atracdo do oxigénio, de forma que NdmE funciona como uma proteina
adaptadora entre NdmC e NdmD. Os genes correlatos a essas enzimas, a0 menos nessa cepa,
se encontram em um grupo relativamente pequeno de 14 kb. Nesse cluster, encontra-se
também o gene frmA, que codifica uma enzima formaldeido desidrogenase, sendo, portanto,
capaz de reduzir NAD a NADH, o que dé continuidade a reacdo, e desprotonar formaldeido
em acido formico, de tal forma que os protons podem ser usados para o metabolismo

energético da célula (22).
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Ja a via de oxidacdo C8, como o nome sugere, se inicia a partir da oxidagcdo do
carbono 8 da cafeina, de forma a gerar 4cido 1,3,7 trimetilarico. Essa molécula ¢ reduzida em
acido 1,3,7-trimetil-5-hidroxiourico e esta é clivada em 3,6,8-trimetil-2-0x0-4-hidroxil-4-
carboxi-5-ureidoimidazolino. Por fim, essa ultima molécula é decarboxilada em 3,6,8-trimetil-
alantoina. A partir desse passo da reacdo, nao existe validacdo dos passos reacionais com
enzimas isoladas, mas especula-se que esta molécula ¢ convertida em acido 3,6,8-trimetil-
alantdico. Por fim, essa molécula seria metabolizada apds diversos passos em acido glioxilico,
monometiluréia e dimetiluréia. Essas moléculas entdo poderiam entrar em vias centrais do
metabolismo, como ciclo da ureia e ciclo do acido glioxilico. Para a cepa de Pseudomonas sp.
CBBI, por meio de busca em banco de dados protein do NCBI por xBLAST, varios genes
puderam ser sugeridos como participantes da via. Porém, apenas algumas enzimas da via
foram isoladas e caracterizadas, como o heterotrimero Cdh, que cataliza a oxidacdo da cafeina

e a monooxigenase TmuM, que catalisa a reacdo seguinte da via (22).
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Figura 8. Via de oxidacdo em C8 de cafeina proposta para Pseudomonas sp. CBB1. Essa
via se da com a oxidag¢do em carbono 8 da cafeina, seguida de reducdo e clivagem do anel
hexamérico por hidrolase. Apds decarboxilagdo da molécula resultante, a via converge
para a via de degradacdo de nucleotideos, uma vez que os intermediarios reacionais a
partir desse ponto sdo formas modificadas de alantoina. Por fim, a degradagdo resulta em
moléculas pequenas como acido glioxilico e formas alternativas de ureia, as quais sdo
assimiladas por vias centrais de metabolismo carbonico da célula Retirado de Summers et
al, 2015.

Por fim, metabolitos da via de N-demetilagdo, como teobromina, paraxantina, e
xantina podem sofrer oxidacdo em C8. Ocorrendo nessa ultima molécula, a via pode
convergir para degradacdo em alantoina e, por fim, em 4cido glioxilico e ureia, de forma
similar & via de oxida¢do em C8, embora ndo estejam claros quais genes possam estar

associados a essa confluéncia de vias (22,37).
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Figura 9. Oxidacdo em C8 de metabolitos oriundos da via de demetilagdo. O inicio da
via de demetilacdo tem a maioria de seus intermedidrios reacionais convergindo para
acido 7-metiltrico, o qual pode ser convertido em alantoina e convergir para a via de
catabolismo de nucleotideos. Retirado de Gummadi et al, 2012.

Dentre as bactérias capazes de degradar paracetamol, encontram-se espécies do género

Pseudomonas, como P. aeruginosa ¢ P. moorei, além de Stenotrophomonas e as espécies
Delftia tsuruhatensis € Rhodococcus ruber (23). Ja em relagdo a cafeina, a maioria dos relatos

¢ de Pseudomonas, particularmente P. putida, com outras espécies descritas raramente (22)

(tabela 1).



Tabela 1. Cepas bacterianas relatadas na literatura cientifica capazes de degradar
cafeina, seus locais de isolamento e suas vias de degradagao.

Organism

Location isolated

Catabolic pathway

Pseudomonas putida strain 40

California, USA

N-demethylation

Pseudomonas putida CA1 Germany N-demethylation
Pseudomonas putida C3024 MNetherlands MN.R.
Pseudomonas putida WS Germany N-demethylation
Pseudomonas sp. No. 6 Japan N-demethylation
Pseudomonas putida No. 352 Japan N-demethylation
Serratia marcescens Brazil N-demethylation
Pseudomonas putida ATCC 700097 California, USA N-demethylation
Kiebsiella and Rhodococcus India C-8 oxidation
Pseudomonas putida (B strains) Brazil N.R.
Pseudomonas fluorescens Brazil N.R.
Coryneform (4 strains) Brazil N.R.
Acinetobacter sp. (3 strains) Brazil MN.R.
Flavobacterium sp. (2 strains) Brazil N.R.

Moraxella sp. Brazil N.R.
Pseudomonas putida |F-3 Japan N-demethylation
Pseudomonas putida L Brazil N-demethylation
Pseudomonas putida KD6 N.R. N-demethylation
Alcaligenes sp. Canada C-8 oxidation
Pseudomonas putida NCIM 5235 India N-demethylation
Pseudomonas sp. CBBE1 lowa, USA C8-oxidation
Pseudomonas alcaligenes CFR 1708 India N.R.
Alcaligenes fecalis T1 India N.R.
Acetobacter sp. T3 India MN.R.
Pseudomonas putida CBB5 lowa, USA N-demethylation
Pseudomonas sp. CES lowa, USA N-demethylation

N,R significa "ndo-relatado". Retirado de Summers et al, 2015.
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S JUSTIFICATIVA

Dada a alta prevaléncia de paracetamol e cafeina em corpos aquaticos como
decorréncia de poluicdo antrdpica, torna-se necessario o melhor conhecimento acerca de
como esses farmacos podem ser biodegradados do meio ambiente, visando aplicacdes

biotecnoldgicas para tal.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

-Isolar e caracterizar microrganismos do Lago Paranoa capazes de biodegradar cafeina
e/ou paracetamol e coloniza¢do sobre particulas de carvdo para o desenvolvimento de um

sistema de remocgao destes poluentes em ambientes aquaticos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Isolar e cultivar microrganismos do Lago Paranoa capazes de utilizar paracetamol ou
cafeina como fontes tinicas de carbono e energia em meio minimo de sais;

-Identificar em nivel de espécie o isolado microbiano, com base em técnicas
bioquimicas e moleculares, como gendmica;

-Caracterizar o potencial de colonizagdo do isolado microbiano sobre as particulas de
carvao desenvolvidas no LMC/IQ;

-Identificar os metabolitos intermedidrios da degradagdo dos xenobidticos por meio de
técnicas de quimica analitica, como HPLC-MS ou RMN;

-Identificar genes possivelmente relacionados a biodegradacdo dos xenobidticos por

analises gendmicas;
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 PROSPECCAO E ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Foram coletados aproximadamente 50 mL de 4gua do lago Paranod, nas coordenadas
geograficas 15,740962S e 47,8812350. A partir desse volume, foi inoculado 1 mL em
profundidade e 50 pL. em superficie em placas de petri contendo meio minimo de sais M9
(90,0 mM Na,SOs, 22,0 mM KH,SO4, 18,0 mM NH4CIl; 2,0 mM MgSOs; 0,1 mM CaCly; 15
gL' 4gar) suplementado com 3,3 mM (0,5 g.L"') de Paracetamol. Essas placas foram
incubadas por 24h a 25°C. A partir do crescimento dessas placas, seis colonias de cada placa
foram repicadas em 5 mL de meio M9 liquido suplementado com 3,3 mM de Paracetamol.
Essas amostras foram incubadas por 72 h a 25°C e 180 RPM de agitagdo em shaker (6430B,
Thoth equipamentos). A partir do crescimento de microrganismos em duas amostras, foi feito
indculo em esgotamento em placas de meio M9 suplementado com 3,3 mM de Paracetamol,
as quais foram incubadas por 24 h a 25°C, para obtencao de culturas puros. Trés colonias de
cada placa (Al, A2, A3, V1, V2 e V3) foram cultivadas em 5 mL de meio M9 liquido
suplementado com 3,3 mM paracetamol por 24 h a 25°C e entdo estocadas em solugdo de
25% (v/v) de glicerol a -80°C. Os experimentos seguintes foram feitos com o isolado da placa

V3, o qual ¢ referido ao longo do texto como KpV3.

7.2 AMPLIFICACAO DE FRAGMENTO DO GENE CODIFICADOR DO RRNA 16S POR
PCR, SEQUENCIAMENTO E BUSCA EM BANCO DE DADOS.

O DNA gendmico do isolado foi obtido a partir do kit de extragdo Wizard® Genomic
DNA purification kit (Promega), de acordo com as instru¢des do fabricante a partir de culturas
em meio LB. A qualidade da extracdo foi observada por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1% (p/v) com brometo de etidio em concentra¢do de 0,5 pg.mL™" e tampdo SB (10
mM NaOH, 36 mM H;BOs). Em seguida, foi feita reacdo de PCR contendo tampao de reagdo
(20 mM Tris-Hcl, 50 mM Kcl, pH 8,4) (Ludwig Biotecnologia Ltda), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
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dNTPs (Ludwig Biotecnologia Ltda), 0,5 U de TagDNA polimerase (Ludwig Biotecnologia
Ltda) e 0,2 uM dos iniciadores senso RWOI (5'-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3") e
antisenso DG74 (5'-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3"), descritos em Greisen et al, 1994
(39).

O programa utilizado para as reagdes foi:

95°C — 4 minutos

95°C — 30 segundos

X°C —30segundos — 30x
72°C — 30 segundos J

72°C — 5 minutos

12°C — ad infinitum

Onde X representa um gradiente de temperaturas de 50°C a 65°C (50,0°C; 53,9°C;
56,0°C; 58,5°C; 62,4°C; 65,0°C).

A reacgdo foi feita em termociclador do modelo LifeTouch (Bioer). A observagao das
amplificacdes foi feita por meio de eletroforese em gel de agarose, como foi feito apos a
extragao de DNA genomico. Apds a obten¢ao dos amplicons desejados, as amostras oriundas
das reagcdes de PCR foram quantificadas em aparelho nanodrop (Nanodrop lite, Thermo
Scientific). Em seguida, foram feitas solugdes contendo 10 ng dos amplicons ¢ 0,2 uM de um
dos primers (RWO1f ou RWO0Ir), em um volume final de 7 pL. Essas solu¢des foram enviadas
para sequenciamento no Centro de Genomica de Alto Desempenho do DF, na Universidade
Catolica de Brasilia, em aparelho Sequence Scanner (Applied Biosystems). Para anélise do
sequencimento, foi utilizado o software Chromas (disponivel para download em
https://technelysium.com.au/wp/chromas/). A partir desse software, foi obtida uma sequéncia
em formato FASTA para cada sequenciamento e essa foi comparada com outras sequéncias de
DNA depositadas no banco Nucleotide do site NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) por meio do software nBLAST, usado em

pardmetros padrao.

7.3 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTACAO DO GENOMA BACTERIANO

O DNA gendmico foi extraido seguindo o mesmo protocolo para extragdo de DNA

antes da PCR (se¢do 6.9). A integridade do genoma extraido foi verificada por eletroforese em


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide

44

gel de agarose a 1% e quantificagdo por Nanodrop Lite™ (Thermofisher). A biblioteca de
DNA foi preparada por meio do kit de sequenciamento rapido (RADO004) da Oxford
Nanopore, conforme instrugdes do fabricante. O sequenciamento foi feito em flowcell R9.4.1
por 24h, em um dispositivo MinlON. A chamada de bases (basecall) foi feita usando
programa Guppy 4.4.2. O genoma foi montado de novo com Flye (40), com o pipeline
MpGAP(https://github.com/fmalmeida/MpGAP), com pardmetros padrdo. O polimento do
genoma foi feito com os programas Medaka (https://github.com/nanoporetech/medaka), com
o modelo 7941 min high g344, ¢ Homopolish (41), com os parametros para “flowcell R9.4”
e “bactéria”. A completude do genoma foi avaliada com o programa BUSCO V4.1.0 (42),
usando o banco de dados “enterobacteriales odb10”. A identifica¢do do isolado foi feita por
meio de andlise ANI com o programa fastANI (43), contra os genomas do género Klebsiella
depositados no banco Genbank. A anotacao do genoma foi feita com os programas Prokka

(45) e barrnap (https://github.com/tseemann/barrnap).

7.4 QUANTIFICACAO DE BIOFILME POR VIOLETA DE GENCIANA

A partir do estoque a -80°C, foi inoculado 10 pL em 5 mL de meio LB, o qual foi
incubado em temperatura ambiente a 180 RPM em agitador (NT-150, Kline). Um indéculo de
Escherichia coli J96 também foi feito em 5 mL de LB e esse foi incubado a 37°C e 180 RPM
em shaker (6430B, Thoth equipamentos). Ambas as culturas foram incubadas overnight. Em
seguida, 1 mL das culturas foi coletado e sua absorbancia foi medida em 600 nm em
espectrofotometro (Spectramax V5, Molecular devices) e volumes de cada cultura foram
inoculadas em placas de 96 pogos de poliestireno (Cellstar, Grenier bio-one) contendo meio
LB e em triplicata, de forma que o volume final foi de 250 puL e a quantidade de bactérias

fosse aproximadamente igual, de acordo com a seguinte féormula:
Vmin (20pL) = (Vmax.0ODmin) ODmax™
Onde Vmin corresponde ao volume de in6culo da cultura com menor densidade otica

(20 pL);

Vmax corresponde ao volume de indculo da cultura com maior densidade 6tica;


https://github.com/fmalmeida/MpGAP
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ODmin ¢ a menor densidade 6tica dentre as duas culturas;

ODmax é a maior densidade 6tica dentre as duas culturas.

Pocos contendo apenas LB em triplicata foram feitos como controle negativo. Apos
inoculo, a placa ficou por 24 h a 25°C. Apds isso, o sobrenadante dos pogos foi retirado, e
lavado trés vezes com 250 puL. de PBS. Em seguida, foram adicionados 250 pL. de metanol e
os pocos foram incubados por 15 minutos, em capela de exaustdo. Depois, o volume
resquicial de metanol foi removido e foram adicionados 250 pL de violeta de genciana
(Renylab). Em seguida, o excesso de corante foi removido com agua corrente e a placa foi
incubada a temperatura ambiente até secar. Em seguida, foi adicionado 250 pL de solucdo de
Acido acético 33% (v/v) para a ressuspensio das células aderidas. Por fim, A absorbancia dos

pocos foi medida em espectrofotometro (Spectramax V5, Molecular devices) em 570nm.

7.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A partir de pré-indculo do isolado em LB, 10 pL foram inoculados em placas de 12
pocos de poliestireno (Cellstar, Grenier bio-one), cujos pocos continham 1 mL de LB. Essas
foram incubadas por 24 h a 25°C na presenca de laminulas estéreis para microscopia. Apos
esse periodo, as laminulas foram retiradas e cobertas em solucdo fixadora PBS-PFA
(Paraformaldeido 4% (v/v), 137,0 mM NacCl, 2,7 mM KClI, 8,1 mM Na,PO,, 1,5mM K,HPO.)
e incubadas a 4°C overnight. Em seguida, a solucao foi retirada e as amostras foram pos-
fixadas ao adicionar uma gota de pipeta Pasteur de solucdo de tetroxido de 6smio (1% (v/v)
0Os0,) e ao incuba-las por 30 minutos em ambiente ausente de luz. Em seguida, as amostras
foram lavadas com agua destilada trés vezes e entdo desidratadas ao serem cobertas e
incubadas serialmente por solugdes de acetona (50%, 70%, 90%, 100% (v/v) CsHeO) por
cinco minutos cada, sendo que a incubacdo com solucdo 100% acetona ocorreu duas vezes
seguidas. A secagem das amostras se deu em lavagem de solucdo de CO, a ponto critico
(Balzers CPD 030, Balzers Union AG) e a metalizacdo ocorreu em seguida em metalizador
com vapor de ouro (Balzers SCD 050, Balzers Union AG). Por fim, as amostras foram
submetidas a andlise em microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM -70001F, JEOL
Ltd.).
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7.6 ENRIQUECIMENTO DE PIGMENTO MARROM E ANALISE DE SOLUBILIDADE

O enriquecimento do pigmento marrom foi feito ao assumir que se tratava de uma
melanina e seguiu de forma modificada do trabalho de Amin e colegas (39). Apos 72 horas de
cultivo do isolado bacteriano em meio M9 com 0,5 g. L' de paracetamol, a cultura foi coletada
em tubos conicos de 50 mL (Falcon) e esses foram fervidos por uma hora, para evitar a
formacdo de complexos melanina-proteina. Em seguida, os tubos centrifugados a 1000xg por
2 minutos. O sobrenadante resultante foi descartado e o sedimentofoi lavado trés vezes com
50 mL de solugdo 0,1 M de 4cido cloridrico a 1000xg por 2 minutos. A lavagem foi feita uma
ultima vez com 10 mL de etanol absoluto a 1000xg por 2 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi deixado para secar ao longo da noite.

O ensaio de solubilidade em diferentes solventes também foi feito de forma
modificada a relatada em Amin e colegas (39). Um miligrama da substdncia marrom foi
adicionada a 1 mL de cada solvente e vortexada por 1 minuto. Os solventes testados foram
agua deionizada, solucdo 0,1 M de acido cloridrico em agua, solugdo 0,4% de hidréxido de
sodio em meio aquoso, metanol absoluto, etanol absoluto, isopropanol absoluto, 2-butanol
absoluto, Hexano absoluto, cloroférmio absoluto e Dimetil sulféxido (DMSO) absoluto. Caso
fosse possivel a visualizagdo da substancia em agregados, a solucdo era caracterizada como

incapaz de solubilizé-la.

7.7 ESPECTROSCOPIA EM ESPECTRO DE LUZ ULTRAVIOLETA E VISIVEL

Foi dissolvido 1 mg da substiancia marrom em 1 mL de DMSO e a solugdo resultante
foi introduzida em cubeta de quartzo (Perkin Elmer). A partir desse material, foi feita leitura
em modo de espectro no espectrofotometro Spectramax V5, nos comprimentos de onda de
200 nm a 700 nm, com intervalo de medida a cada 10 nm. A mesma leitura foi feita para

cubeta contendo apenas 1 mL de DMSO, a titulo de comparagao.
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7.8 ESPECTROSCOPIA EM INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A amostra marrom foi triturada com gral e pistilo em presenca de p6 de brometo de
potassio grau FTIR (KBr, Sigma Aldrich) na propor¢do 1:100 mg. O material resultante foi
prensado em formato de pastilha por prensa hidraulica manual. A pastilha entdo teve seu
espectro de absorbancia em infravermelho lido pelo espectrometro de infravermelho (Varian

640) na faixa de 400 a 4000 cm™ e em atmosfera de ar.

7.9 ANALISE DE TERMOGRAVIMETRIA

A andlise de termogravimetria foi feita em aparelho DTG 60H (Shimadzu). As
condigdes do experimento foram de atmosfera inerte de N, fluxo de gis de 50 mL.min",
rampa de aquecimento de 10°C.min"', varredura da temperatura ambiente a 1000°C e com

12,89 mg da substancia marrom em cadinho de platina.

7.10 CURVA DE CRESCIMENTO DO ISOLADO KPV3

Foram coletados 200uL de uma cultura overnight em meio de lisogenia LB (10 g.L" triptona:
,5 g.L! extrato de levedura, 5 g.L"' NaCl) e a esses foram adicionados 800 uL de meio LB e
teve sua densidade Optica aferida em 600 nm em espectrofotdmetro (Spectramax VS5,
Molecular devices), a qual resultou em valor de 0,324, de forma que a OD da cultura sem
diluicao foi de 1,620. Em seguida, 1 mL da cultura foi centrifugado a 10.000xg por 10
minutos em centrifuga (8R Megafuge, ThermoFisher Scientific), o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi suspendido em solugdo de sais M9. Em seguida, essa suspensao
foi novamente centrifugada, o sedimento descartado ¢ o corpo de fundo suspendido em
solucao de sais M9. A partir dessa suspensao, 10 puL foram coletados e inoculados em 100 mL

de meio de sais M9 suplementado com 3,3 mM de Paracetamol e outros 10 pL foram
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inoculados em 100 mL de meio de sais M9 suplementado com 2,6 mM (0,5 g.L™") de Cafeina.
Essas culturas foram incubadas por 72 h a 25°C e 180 RPM em shaker (6430B, Thoth
equipamentos). Durante os tempos de 0 h, 24 h, 48 h e 72 h de incubagdo, foram coletadas
amostras para dilui¢do em série de 10° a 10~ e plaqueamento de 50 pL destas dilui¢des em
meio LB sdlido em triplicata. As placas de LB inoculadas com dilui¢des foram incubadas a
25°C por 24 h e entdo foram contadas as colonias. As culturas selecionadas para contagem

foram aquelas as quais obtiveram entre 30 e 300 coldnias.

7.11 ANALISE DOS GENES POTENCIALMENTE ENVOLVIDOS NA DEGRADACAO
DE PARACETAMOL

A designacdo de ortologias KEGG foi feita por meio dos programas KofamScan
(https://github.com/takaram/kofam_scan) e KEGGDecoder
(https://github.com/bjtully/BioData/tree/master/KEGGDecoder). A comparagdo do gene
codificador da enzima acido 4-hidroxifenilacético 3-hidroxilase de E.coli (cddigo de acesso
em banco Protein DataBank PDB6EB0) com o gene de KpV3 foi feita ao alinhar essas

sequéncias com o programa tBLASTn, em parametros padrao.


https://github.com/bjtully/BioData/tree/master/KEGGDecoder
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS PARA A DEGRADACAO DE
XENOBIOTICOS

Uma amostra de cerca de 50 mL de agua foi coletada a partir do lago Paranoa. O local
de coleta esta descrito conforme a figura 10. O local de coleta foi escolhido pois, ao receber
efluente tratado da estagdo de tratamento de esgoto, ¢ um local com uma concentragdo de
xenobiodticos potencialmente maior que em demais pontos do lago. Esse local de coleta

também pode ter propiciado a descoberta de bactérias com resisténcia a antimicrobianos,

como discutido no capitulo 2.

F
| SR

&

5

o) 9
ETE Norte CAESB

Figura 10. Imagem de satélite da estacdo de tratamento de esgoto norte da CAESB.A estrela
amarela indica o ponto de coleta de amostra, nas coordenadas geograficas 15,740962S e
47,8812350. O ponto vermelho denota a estacdo de tratamento de esgoto da Asa norte, cujo
efluente tratado é liberado no lago. Fonte: Google maps.

Embora ndo estejam disponiveis na literatura cientifica dados acerca de concentracdes
de paracetamol no lago Paranod, da Costa et al (2016) (46) quantificaram as concentracdes de

outros xenobioticos presentes no lago: nonilfenol, bisfenol A, Ftalato de dietila, bezafibrato e
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cafeina. Os autores encontraram dentre suas amostras a variacdo, das concentragoes de
cafeina observadas entre 67,9 ng.L" a 211,9 ng.L™" As concentra¢des desse farmaco dentro
das unidades de tratamento Sul e Norte da CAESB foram de 1056,7 ng.L™" ¢ 3190,9 ng.L"
respectivamente. A cafeina foi o xenobidtico com maior concentragdo observada dentre os
poluentes analisados. De acordo com os autores, esses dados indicam que o processo de
tratamento de esgoto das unidades é capaz de reduzir significativamente as concentragdes de
cafeina do esgoto, porém as concentracdes deste farmaco encontradas no lago provavelmente
se devem a pontos difusos de poluicdo doméstica. Além dos dados de concentragdo de cafeina
do estudo, as propriedades dos fArmacos de interesse justificam o local de coleta, arredores da
estagdo de esgoto, e a coleta de amostras da coluna d’dgua. Essas propriedades sdo a
hidrofilicidade razodvel das moléculas, bem como sua baixa recalcitrancia, dependendo,
portanto, de fontes primarias de poluigcdo para manter concentragdes maiores na agua. Dessa
forma, nesse ambiente de coleta ¢ onde se espera, teoricamente, que exista maior pressao
seletiva em microrganismos capazes de degradar tais moléculas.

A partir dos indculos da agua do lago coletada, foram obtidas culturas em placas de
meio M9 suplementadas com 500 mg.L"' de paracetamol, ao serem inoculadas por superficie e
profundidade. Apos 24 h de incubacdo a 25°C, foram observadas colonias transparentes nas
placas (figura 11 A e B), enquanto que apos 48 h de crescimento, manchas marrons foram
observadas ao redor de algumas colonias (figura 11 C e D). A estratégia de prospeccao se da
pelo isolamento de coldnias de microrganismos capazes de usar paracetamol como fonte

unica de carbono.
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Figura 11. Placas de meio M9 suplementados com de paracetamol. As placas foram incubadas apds 24 h (A
e B) e 48 h com indculo de dgua do lago Paranod (C e D).

No entanto, nessa primeira cultura, as colonias observadas podem ter crescido no meio
ao utilizar nutrientes vindos com o inoculo do lago Paranod. Dessa forma, seis colonias da
placa inoculada em superficie e da placa inoculada em profundidade foram inoculadas em
meio M9 liquido suplementadas com 500 mg.L"' de paracetamol e essas culturas foram
incubadas a 25°C por 72 h. Apds esse periodo, dois tubos apresentaram crescimento e
precipitado marrom. A partir das culturas liquidas, foram feitos inoculos, por estria em
esgotamento, em placa de meios s6lidos M9 suplementado com paracetamol, as quais foram
incubadas a 25°C por 24 h (figura 20) e uma dessas coldnias, referida daqui em diante como
isolado KpV3, foi selecionada para o prosseguimento do trabalho. Tal isolado encontra-se
cadastrado na plataforma Sisgen (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado) conforme anexo A. Outros meios estdo descritos para
permitir também o cultivo de microrganismos fastidiosos a partir de rios e lagos, como o

Reasoner’s 2A (47), o que seria mais adequado para a caracterizacdo de comunidades
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microbianas do lago capazes de degradar os farmacos. Porém, o presente estudo visa a
caracterizagcdo de microrganismos utilizaveis em aplicacdes tecnologicas para a remogao dos
farmacos em sistemas de tratamento de esgoto ou de efluentes industriais, de forma que o
isolamento de microrganismos capazes de crescer em meio nutricionalmente simples, como o
M9, ¢ de maior interesse, por selecionar microrganismos com necessidades nutricionais
menores €, assim serem de maior adaptabilidade em ambientes diversos para biorremediagdo.
Esse tipo de prospeccdo ndo ¢ adequado ainda para se caracterizar a comunidade de
microrganismos capazes de consumir xenobioticos devido a baixa capacidade de cultivo de
microrganismos potencialmente relevantes e pelo viés de selecdo de microrganismos de
crescimento rapido (11). Por fim, a prospec¢do de microrganismos autdctones do lago
Paranoa permite a eles uma adaptagdo mais eficiente as condigdes abidticas desse e a

competi¢do com outros microrganismos do lago.

8.2 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DO ISOLADO

Para comegar as analises, foi feita a extragdo de DNA gendmico da bactéria, seguida
de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacao de fragmento do gene 16S da
bactéria e sequenciamento desse. Em um ensaio piloto, amplifica¢des inespecificas foram
observadas em reagdes cuja temperatura de anelamento de 50°C. Assim, diferentes
temperaturas de anelamento, entre 50°C e 65°C foram testadas para a reagdo, conforme figura

12.
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400pb
300pb =—

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos amplicons obtidos a partir de PCR em
gradiente feito a partir do DNA gendmico extraido da cepa KpV3. 1- Ladder 1Kb Plus
(Invitrogen), 2- PCR com temperatura de anelamento de 50,0°C, 3- PCR com temperatura de
anelamento de 53,9°C, 4-PCR com temperatura de anelamento de 56,0°C, 5-PCR com
temperatura de anelamento de 58,5°C, 6- PCR com temperatura de anelamento de 62,4°C,
7- PCR com temperatura de anelamento de 65,0°C, 8- Controle negativo.

Reacdes feitas com temperaturas de anelamento entre 50°C e 56°C apresentaram
amplificacdes inespecificas acima do tamanho esperado de 319 pb. Ja aquelas feitas com
temperaturas acima destas ndo aparentaram ter estas amplificagdes. Dessa forma, os
amplicons correspondentes a reagdo cuja temperatura de anelamento foi de 65°C foram
enviados para sequenciamento. O resultado do sequenciamento, tanto para o iniciador RWO1F
(forward) quanto para o iniciador RWO1R (reverse), apos busca no banco Nucleotide (NCBI)
por meio de BLASTn indica que o isolado V3 pertence ao género Klebsiella (figuras 13 e 14).
A busca em BLASTn gerou resultados de mesma qualidade (identidade de 99% e cobertura de
100%) para diferentes espécies, como K. pneumoniae, K. varicola, K. quasipneumoniae e K.
aerogenes, nao sendo possivel assim a identificagdo em nivel de espécie. A taxonomia deste
género vem mudando nos ultimos 15 anos, com a descrigdo de novas espécies como K.
varicola (64) e K. africana (65). Desse modo, alguns autores (66) consideram analises como

fingerprint protedmico por MALDI-TOF/MS, PCR multiplex e identidade média de



54

nucleotideos entre genomas (do inglés, average nucleotide identity) sdo as melhores formas
para a identificagdo de espécies do género (figura 15). Uma discussdo mais aprofundada

acerca da identificagdo de espécies no género Klebsiella se da na introducdo do capitulo 2.

Klebsiella pneumoniae isolate KSH203 chromosome, complete genome
Sequence ID: CP034327.1 Length: 5464059 Humber of Matches: 14

Range 1: 1023970 to 1024288 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
582 bits(315) le-162 318/319(99%) 1/319(0%) Plus/Minus

Features: rRNA-165 ribazamal RNA

Query 1 CTACACACGTGCTACRATGGCATATACRRAGRGRAGCGACCTCGCRAGAGCAAGEGRACE &0
CECEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbject 1034238 CIACACACGIGCTACAATGGCATATACRARAGAGRAGCGACCTCGCGAGRAGCARGCGEACT 1034229

Query &l TCATARAGRTATRTCETAGT COGRATTAGRGTCTGCARCTCGACTCCATGAAGTCGRRATC 120
CECEEEREEETE e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbject 1034228 TCATRARAGTATGICGTAGTCCGRATIGGAGICTIGCAACTCGACTCCATGAAGTCGRRATC 1034149

Query 121 GCTAGTAAT CGTAGAT CAGAATGCTACGET GRAATACGTTCCCEERCCTIGTIACACRCCEE 180
CEEREEETE e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Gbjct 1034168 GCTAGTAATCATAGATCAGARTGCTACGETGAATACGTTCCCGGRCCTIGTACACACCEE 1034109

Query 121 COGTCRCACCATGARAGTGGETTGCARRRGRACTAGRTAGCTTRACCTTCGEGAGRECGE 240
CEEEEREEETE e e e e e e ey e ey e e e e e e ey rrrd

Sbjct 1034108 CCGTCACRCCATGGCAGTGECTTGCAAAAGARCTACCTAGCTTIARCCTTCCGEAGECECGE 1034048

Query 241 TTACCACTTIGTGATTCAT GACT GEELTGARGTCETARCARGETARCCETAGEGERACCT 300

CELCCEEETTEr e e e e e e e e e e e e e e e e v ee e e et
Sbjct 10340458 TTRCCRCTTITGTGATTICATGACTGGGGIGRAGTCGTAACARAGGTARCCGTAGGGGARCCT 1033889

Query 301 GCGGITG-ATCACCICCIT 318
FELLETE TEEEEr ey
Sbjct 1033988 GCGETTGEATCACCTCCTT 1033870

Figura 13. Alinhamento entre a sequéncia obtida a partir do sequenciamento do iniciador
senso do amplicon da PCR contra fragmento do gene codificador para rRNA 16S (Query)
e o melhor Ait encontrado no banco Nucleotide para essa sequéncia (Shjct). A identidade
entre as sequéncias ¢ de 99%, com uma delecdo ocorrendo na sequéncia Query.



Klebsiella pneumoniae strain NCTC13635 genome assembly, chromosome: 1
Sequence ID: LE134162.1 Length: 5252633 Humber of Matches: 8

Range 1: 2650729 to 2651044 GenBank Graphics ¥ Next Match

Score

579 bits(313)

Expect Identities Gaps Strand
Qe-162 315/316(99%) 0/316(0%) Plus/Minus

Features:

Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict

Figura 14. Alinhamento entre a sequéncia obtida a partir do sequenciamento do iniciador
antisenso do amplicon da PCR contra fragmento do gene codificador para rRNA 16S
(Query) e o melhor hit encontrado no banco Nucleotide para essa sequéncia (Sbjct). A
identidade entre as sequéncias € de 99%, com uma mutagdo mismatch ocorrendo entre as

rENA-165 ribosomal RNA

1
3851044
g1
3650984
121
3650924
181
3650864
241
3650304
301
3630744

sequéncias.

AGTCATGAATCACARAGT GETARGCGCCCTCCCGARGET TAAGCTACCTACTICTITIGE
FETETEEEETEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e ey
AGTCATGAATCACAR NG GETARGCGCCCTCCCGANGET TAAGCTACCTACTICTITIGE

AACCCACTCCCATGRIGI GACGEECEEIGTGTACAAGECCCEEERAACETATTCACCETAG

N N nnn NNy
A AT OO AT G TG GACGLECEET T G TACAAGGOCCOELAACCTATTCACCETAG

CATTCTGATCTACGAT TACTAGCGAT TCCRACT TCATGRAGT CoAGT TGCAGACT CCAAT

CEECEEEEEE et bt e e e e e e e e e e e et e e er et
CATTCTGATCTACGATTACTAGCGAT TCCRACT TCATGRAGT CoAGT TGCAGACT CCRAT

CCGEACTACGACATACTTTATGAGET CCGCT IGCTCTCGCRAGGTCGCTTCICTTTGTAT

CEECEEEEEr e et e e e e e e e e e b e e
CCGEACTACGACATACTTTATGAGET CCGCT IGCTCTCGCRAGGTCGCTTCICTTTGTAT

ATGCCATTGTAGCACGTGTRTAGCCCTGEI CETAAGEGCCAT GATGACT TRACGT CATCC

FEPETEEEETEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e ey
ATECCATIGTARCACET T GTAGCCCT GETCETAMGEECCAT GATGACTTGACGTCATCC

CCACCTICCCTICCAGT 316
FETTEET TTErErnd
CCACCTITCCICCAGT 3650723

&0
3650985
120
3650925
1&0
3650865
240
3650805
300
3650745
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Microbiological methods

Chromosomal fi-lactamases
MALDI-TOF MS

Unique genes
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KlebSeq

| SNPs - ANI
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K. pneumoniae

K. variicola*

K. gquasipneumoniae*
K. quasivariicola
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Figura 15. Capacidade de diferenciacao de K. pneumoniae e espécies recentemente
descritas para o género Klebsiella em diferentes métodos. Aqueles descritos em
barras negras conseguem discernir entre as espécies indicadas, enquanto o0s
representados por barras cinzas ndao. Dentre os métodos de identificacdo estdo
métodos microbioldgicos (ex: série bioquimica), PCR de genes unicos ou de
resisténcia a lactamases, filogenia por genes de manutencdo, analises genomicas
como sequenciamento de genes caracteristicos (Klebseq) e analises de identidade e
polimorfismos de base Unica e analises de fingerprint protedmico
(MALDI-TOF/MS). Os asteriscos denotam inclusao de sub-espécies na
diferenteciacdo. Retirado de Rodriguez-Medina et al, 2019.

A identificacdo do isolado como Klebsiella sp. leva a algumas consideracdes. Trata-se
de um género com exemplares encontrados em solo, 4gua doce e em associagdo com plantas e
animais invertebrados e vertebrados (67) e até mesmo na estacdo espacial internacional (68).
Higgins e Hohn (69) testaram a influéncia de poluentes comuns de sistemas aquaticos em
concentragdes de parte por milhdo e parte por bilhdo em uma linhagem de K. pneumoniae.
Eles observaram que analogos de hormonios como estrona e estradiol, herbicidas como
atrazina e simazina, o inseticida diazinon e cafeina ndo afetaram o crescimento da linhagem.
Ja Blin e colaboradores (70) caracterizaram a diversidade de compostos que trés espécies de
Klebsiella (K. pneumoniae, K. varicola e K. quasipneumoniae), distribuidas em 36 linhagens,
podem usar como fontes de carbono e energia. Em média, cada linhagem foi capaz de utilizar
110 compostos como fontes Unicas de carbono e 72 como fontes Unicas de nitrogénio em
meios de cultura. A linhagem capaz de usar a menor quantidade de compostos, denominada

CIP 52.145, foi isolada em 1935 e vem sendo usada desde entdo em estudos laboratoriais. Os
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autores sugerem que apds décadas de cultivos em laboratério, essa linhagem acumulou
mutagdes em genes importantes para o consumo de determinados compostos. Ainda assim,
eles sugerem que a capacidade de degradar diferentes compostos para servirem como fontes
de nutrientes e energia ¢ alta. Existem ainda descri¢des de bactérias desse género participando
na degradacdo de xenobidticos organicos, como nitroglicerina (71) e dodecil sulfato de so6dio
(72). Além disso, um estudo descreve a degradag¢do de pigmentos industriais € a produgdo de
gas hidrogénio simultaneamente por K. oxyfoca (73). Dada e colaboradores (74) compararam
por metagenOmica a composi¢do da microbiota bacteriana de mosquitos Anopheles
albimanus, principais vetores costais da maldria na América Latina, suscetiveis e resistantes a
inseticidas organofosfatados. A espécie que apresentou maior diferenca em predominancia de
reads de sequenciamento entre esses grupos de mosquitos foi K. pneumoniae (49% dos reads
do metagenoma em mosquitos suscetiveis e 74% dos reads do metagenoma em mosquitos
resistentes), além de ser a espécie mais prevalente em ambas as condi¢cdes. Embora essa seja
uma correlacdo e possam existir vieses quanto a coleta de DNA da microbiota, os autores
ainda destacam que isolados de K. pneumoniae ja foram descritos na degradagdo de pesticidas
organofosfatados, DDTs, triazinas, endosulfano, dentre outros. Considerando a distribui¢ao
ambiental abrangente desse género no ambiente e sua capacidade de degradar diversos
compostos organicos, esse se torna atrativo para estudos de degradacdo de xenobioticos.
Finalmente, ¢ importante destacar que uma linhagem de Klebsiella sp. ja foi descrita em
associagao com particulas de carvao para a biorremediagao de acrilamida em solos (75), assim
se demonstra a possibilidade de se usar uma linhagem ou isolado desse género em sistemas de
carreamento por carvao.

Em relagdo as moléculas poluentes do presente trabalho, existe uma descri¢ao de um
consorcio de Klebsiella sp e Rhodococcus sp. capaz de degradar cafeina. A partir desse
consoércio, os autores conseguiram isolar uma cafeina oxidase, o que seria indicativo de que a
molécula foi degradada por meio de oxidagdo C8 (76). Summers et al (2015) (22)
encontraram genes relacionados a ambas as vias metabolicas de degradagao de cafeina (via de
demetilacdo e via de oxidacao C8) em genomas de Klebsiella, por meio de nBLAST destes
contra o banco nucleotide. No entanto, ndo encontramos trabalhos na literatura cientifica
relacionando a biodegradacdo de cafeina e potenciais genes envolvidos em uma mesma
linhagem de Klebsiella. Ja para o paracetamol, ndo pudemos encontrar registros prévios de
degradacao desse farmaco por Klebsiella na literatura cientifica, o que indica que o presente

trabalho pode representar um registro inédito também nesse aspecto.
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Como citado anteriormente, Klebsiella spp. sdo capazes de ocorrer em diversos
ambientes e de catabolizar varios compostos organicos distintos. Assim, ¢ razoavel se supor
que esse género de bactérias corresponde a organismos generalistas para ocupacao de nichos e
que, ao ocupar tais nichos, sejam possiveis varias interacdes diferentes nas comunidades
microbianas presentes. Essas duas caracteristicas promovem a geragdo de genomas acessorios
grandes, por mecanismos de transmissdo horizontal de genes (77). Dados gendmicos
coletados para o género apoiam essas suposicoes. Holt e colaboradores (2015) (78) analisaram
328 genomas de trés espécies filogeneticamente proximas de Klebsiella (K. pneumoniae, K.
quasipneumoniae ¢ K. varicola), os quais foram obtidos a partir de cepas de diferentes
continentes e nichos ambientais (infecgdes em humanos adquiridas em hospitais ou em
comunidade, infecgdes em demais mamiferos ou isolados a partir de carcagas). Nesse
trabalho, os autores observaram o compartilhamento de 1888 genes em comum aos genomas.
A mediana de genes em cada genoma foi de 5705 genes e a mediana de genes “acessorios”
por genoma, isso ¢, genes que ndo foram encontrados em todos os genomas, foi de 3817.
Sessenta e seis por cento dos genes acessorios foram encontrados em <5%, sendo um terco
dos genes acessorios encontrados em apenas um genoma. Os genomas analisados e a analise
do conteudo G+C indica que os genes acessorios podem ter origens filogenéticas diversas,
como a partir de enterobacteriales, Vibrio e Acinetobacter. Assim, os autores argumentam que
a plasticidade gendmica do género Klebsiella ¢ alta.

Em relagdo ao genoma do isolado KpV3, a andlise de ortdlogos simples por BUSCO
demonstra que a estratégia de se montar e polir o genoma com os programas Flye, Medaka e
Homopolish resultou em uma completude de genoma de aproximadamente 97,9% para esse
grupo de genes. Outras estratégias utilizando o programa montador Canu ou menos passos de
polimento renderam resultados piores de completude, com fragdes maiores desses genes nao
sendo encontrados ou encontrados de forma fragmentada (Figura 16). Dessa forma, a versao

do genoma obtida a partir destes trés programas foi utilizada para as demais analises.
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BUSCO Assessment Results
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Figura 16. Analise de completude do genoma do isolado KpV3. Foram utilizadas diferentes
estratégias de montagem e polimento e a avaliacdo de completude se deu por meio da busca
de ortélogos unicos em Enterobacteriales no programa BUSCO.

ApoOs os passos de montagem e anotagdo do genoma, esse se encontra com sete
sequéncias contiguas (contigs), tamanho de aproximadamente 5.4 Mb, cerca de 5000 genes,

25 sequéncias relacionadas a rRNA e 86 sequéncias relacionadas a tRNA (Tabela 2)

Tabela 2. Sumario das caracteristicas do genoma de KpV3 apds montagem e anotagao.
Estatisticas genéricas do genoma polido da KpV3

Tamanho N. genes
Programa Contigs Total NS0 GC % N. genes (>300bp) rRNA tRNA
Flye 7 5.445.572 5.363.194 57,36 5132 4656 25 86

J& a anélise de Average Nucleotide Identity (do inglés, Identidade Média de
Nucleotideos) contra os genomas de Klebsiella disponiveis no Genbank mostra que ha
genomas com indice >99,5% da espécie K. pneumoniae, sendo, portanto, o isolado V3

pertencente a essa espécie (Tabela 3)
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Tabela 3. Valores de ANI referentes aos quatro genomas depositados em Genbank com maior
similaridade em relagdo ao genoma de KpV3.

Valores ANI (Average Nucleotide Identity) entre o genoma deste estudo e os depositados no

NCBI.
Genoma ANI
Klebsiella/pneumoniae/2504/
GCF _011044895.1 ASM1104489v1 genomic.fha.gz 99,7129
Klebsiella/pneumoniae/VRES1229/
GCF _900172825.1 20794 7 119 genomic.fna.gz 99,7004
Klebsiella/pneumoniae/k 1766/
GCF _900084565.1 11983 8 78 genomic.tha.gz 99,6998
Klebsiella/pneumoniae/2471/
GCF _011044835.1 ASM1104483v1_genomic.ftnha.gz 99,6986

8.3 COLONIZACAO SOBRE PARTICULAS DE CARVAO PELO ISOLADO KPV3

Um dos interesses do trabalho era se obter bactérias capazes de colonizar as particulas
de carvao geradas no instituto de quimica. Para tal, foram feitos ensaio de biofilme, como
uma aproximacao da capacidade de colonizacdo da bactéria em superficies soélidas e
micrografias de microscopia eletronica, para se observar a associacdo das bactérias com as
particulas de carvao. O ensaio de biofilme com violeta de genciana mostra que a bactéria ¢é
capaz de produzir biofilme em temperatura ambiente, o que ¢ desejavel uma vez que a

aplicacdo dos carvies também se daria nessa temperatura (figura 17).
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Figura 17. Producdo de biofilme pelo Isolado KpV3 em quantificacdo
de biofilme por cristal violeta.Os controles foram linhagem de E. coli
J96 como controle positivo e apenas meio como controle negativo. A
analise estatistica se deu com teste-T seguido de pds-teste de Tukey.

Micrografias obtidas a partir de microscopia eletronica de varredura (MEV) de
laminulas colonizadas pela bactéria (figura 18) confirmam que essa possui morfologia de

cocobacilo, de aproximadamente 1 um a 2 uym de comprimento.
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Figura 18. Microscopia Eletronica de Varredura do isolado KpV3 sobre
laminula de vidro em aumento de 5000x.

Apos 24 horas de associagdo das bactérias com as particulas de carvao em meio LB,
observa-se que essas foram capazes de se espalhar pela superficie do material, o que sugere
seu potencial como colonizadores desse. (figura 19). Porém, algo que nos chamou a atengao e
foi inesperado foi a produgdo de precipitado marrom a partir das culturas do isolado na

presenca de paracetamol.

Figura 19.Microscopia eletronica de varredura do isolado V3 sobre
particulas de carvao. Observacao ap6és 24 h de cultivo em meio LB.
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8.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS DO PIGMENTO MARROM OBTIDO A PARTIR DE
CULTURAS MICROBIANAS COM PARACETAMOL.

O isolado KpV3 apresentou a produgdo de pigmento marrom quando em cultura com
paracetamol. De gusseme ef al (2011) (48) observaram a formagao de pigmento marrom em
seu sistema de degradacdo de paracetamol com as bactérias Delftia tsuruhatensis e
Pseudomonas aeruginosa. Embora os autores nao tenham caracterizado a estrutura molecular
desse precipitado, eles apenas o observaram quando paracetamol era incluido nas culturas e
eles especulam que o precipitado seja um polimero de catecol feito a partir da degradagao do

farmaco.

Figura 20. Isolado kpV3 crescido em meio M9
suplementado com 500 mg.L"' de paracetamol

Considerando a hipotese de de Gusseme et a/ (2011) (48) para a natureza do composto

marrom, bem como outras evidéncias, nds hipotetizamos que tal composto seria uma
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melanina. Segundo Solano (2014) (49), a palavra melanina vem do grego antigo, melanos,
que significa “escuro” e esta classe de moléculas pode ser definida como “polimeros
heterogéneos derivados da oxidacdo de fenois e subsequente polimerizagdo de intermediarios
fenolicos e quinonas”. Ja quinonas sdo atualmente definidas pela Unido Internacional de
Quimica Pura e aplicada (do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry,
TUPAC) como “compostos contendo uma estrutura diona completamente conjugada, como,
por exemplo, benzoquinonas, derivados de compostos aromdticos pela conversio de um
numero par de grupos -CH= em grupos -C(=0)-, sem qualquer rearranjo de ligacdes duplas,
incluindo analogos policiclicos e heterociclicos” (50) (Figura 21).
0
o .
0%
1,4-benzoquinona C

4-cloro-1,2-naftoquinona
Figura 21. Exemplos de estruturas moleculares
contendo a fun¢do quinona. A molécula 1,4-
benzoquinona representa uma das estruturas mais
simples contendo essa fungao

Desde a década de 1980, estudos de hepatotoxicidade do paracetamol (51,52) apontam
para a formagdo de melaninas a partir de sistemas in vitro, como a associagao de peroxidase
alcalina e peréxido de hidrogénio (H,O.) ao paracetamol, cuja detec¢do como melanina
ocorreu por Ressonancia paramagnética eletronica (RPE ou, do inglés, Electron Paramagnetic
Ressonance, EPR). Fischer et al (1985a) (51) relatam ainda que o uso do sistema
Peroxidase/peroxido de hidrogénio ¢ aplicado para a formacdo de melaninas a partir de
diversos compostos fendlicos, como tirosina e serotonina. Atualmente, sabe-se que in vivo, a
maior parte do paracetamol metabolizada no figado humano ¢ convertida em compostos sem
toxicidade significativa, por meio de reacdes de sulfonacdo e glucuronidagdo. No entanto,
cerca de 10% deste paracetamol ¢ oxidado em N-acetil-p-benzo-quinona imina (NAPQI), a
qual ¢ uma molécula toxica, por possuir alta capacidade de oxidagdo em outras moléculas
(53). Teoricamente, a oxidagdo de paracetamol em NAPQI e a alta capacidade de reagdes
eletrofilicas de NAPQI poderia ser responsavel pela reacao de moléculas de NAPQI entre si e,
assim, pela geragao de melaninas a partir de paracetamol.

Em relagdo a classificagdo de melaninas, essas podem ser classificadas em geral entre

alomelaninas, eumelaninas e feomelaninas. Alomelaninas sdo produzidas por bactérias,
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fungos e plantas e sdo sintetizadas a partir de naftalenos ou catecois, além de geralmente nao
possuirem nitrogénio em sua composicdo. Eumelaninas sdo produzidas por animais e
costumam ter tons marrons a negros. Sao o tipo mais estudado de melanina e cujos
precursores sdo 5,6-dihidroxi-indol (DHI) e 5,6-dihidroxi-indol-2-Carboxilico (DHICA),
Esses precursores estio arranjados em oligdbmeros de 13 a 20 A e sdo empilhados em
estruturas lamerares, com espacamento de cerca de 4 A. Por fim, feomelaninas costumam ter
tons avermelhados e sdo sintetizadas a partir de benzotiazinas (54). Tanto eumelaninas quanto
feomelaninas sao sintetizadas a partir de L-tirosina (64). Embora exista essa classificagao
geral, melaninas podem absorver comprimentos de onda entre o infravermelho e o ultravioleta
(54). Entre os precursores naturais de melanina, a molécula mais proxima ao paracetamol ¢ a
N-acetil-dopamina. Esse precursor ¢ feito a partir de L-tirosina e forma eumelaninas,
utilizadas por insetos para o seu processo de esclerotizagdo, grosso modo, endurecimento de
seu exoesqueleto (49).

Dada a heterogeneidade de arranjos moleculares para as moléculas de melanina, ndo
existe consenso na literatura para quais parametros fisico-quimicos devam ser avaliados para
uma molécula ser definida como tal. Entretanto, algumas propriedades sao mais comumente
analisadas em trabalhos de caracterizacdo destas moléculas, tais como a insolubilidade e
recalcitrancia na maioria dos solventes, exceto em solventes basicos, nos quais ha a quebra da
cadeia de melanina; a ampla faixa de absor¢cao de comprimentos de onda na faixa UV-vis e a
deteccao de radicais livres na molécula por meio de RPE (70).

Apo6s o enriquecimento da substancia marrom a partir do meio de cultura do isolado
bacteriano em meio M9 suplementado com paracetamol, foram feitos testes para a
caracterizacdo desta. O primeiro teste foi o de solubilidade em diferentes solventes, cujos
resultados se encontram na tabela 4. A substdncia marrom foi insoluvel na maioria dos
solventes, com a exce¢ao do DMSO. Na solu¢do com o solvente de hidroxido de sodio,
observou-se a mudanca da solucdo para uma cor roxa, o que € indicativo de que houve uma
reacdo quimica. Esses resultados estdo em consonancia com trabalhos na literatura acerca de
melaninas, dada a recalcitrancia dessa a maioria dos solventes (39, 56). Dessa forma,

avangou-se para o uso de técnicas espectroscopicas para a caracterizagdo da substincia.

Tabela 4. Solubilidade da substancia marrom em diferentes solventes.

Solvente Solubilidade
Agua deionizada insolivel
0,1M NaCl insolavel

0,4%NaOH Reacdo com cor roxa
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Metanol insolavel
Etanol insoluvel
Isopropanol insolavel
2-butanol insoluvel
Hexano insoluvel
cloroférmio insoluvel
DMSO soluvel

A espectroscopia, ciéncia que estuda as interacdes entre luz e matéria, tem dado
contribui¢des importantes para a ciéncia como um todo, desde a dispersao de luz visivel em
prisma feita por Newton a suposta deteccdo de fosfina na atmosfera de Vénus (72). Seja no
espaco sideral ou na Terra, ensaios espectroscopicos podem ser muito informativos para se
entender a composicao e organizacdo de moléculas. E com melaninas, isso ndo ¢ diferente
(58, 59).

No ensaio de espectroscopia em luz ultravioleta e visivel, a substdncia marrom
apresentou uma ampla faixa de absorc¢ao de luz, desde o ultravioleta préximo (~300 nm) até a
luz visivel correspondente a 500 nm. A partir desse comprimento, a substancia teve indices de
absorbancia em decréscimo, até o comprimento de onda de 700nm (figura 16). Tanto uma
ampla faixa de absor¢do de luz nessa faixa de espectro, em contraste com picos discretos de
absorcao de luz, quanto menores indices de absor¢do de luz em comprimentos de onda na luz

visivel, com decaimento em log sdo caracteristicos de eumelaninas (54, 60) (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de absorbancia de luz nas faixas de ultravioleta
e visivel do pigmento marrom. O controle negativo contém apenas
o solvente DMSO.
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Quase todas as substancias que possuem ligacdes covalentes sdo capazes de absorver
radiacdo eletromagnética no espectro do infravermelho. Esse processo se da quando a
frequéncia da radiagdo ¢ a mesma das frequéncias vibracionais das ligagcdes da molécula e
essas possuem momento dipolo. Assim, diferentes ligagdes covalentes absorvem diferentes
comprimentos de onda no infravermelho, por exemplo na distengdo ou contor¢do de ligagdes
O-H. Portanto, o FTIR (do inglés, fourier-transformed infrared spectroscopy) pode ser
utilizado para se investigar a maioria das ligagdes covalentes de uma dada substancia (61). Ao
analisar o pigmento marrom por essa técnica, ¢ possivel notar diferentes picos de absor¢do
(figura 23). Nesse tipo de grafico, picos entre 1500 a 4000 cm™ correspondem a regido
diagnostica do espectro, onde esses picos podem ser distintamente atribuidos a determinadas
ligagdes covalentes. Ja para a picos em regides com niimeros de onda menores que 1500 cm’™,
essa interpretacdo ¢ menos direta. No entanto, essa regido do espectro € Unica para cada
molécula, sendo assim chamada de regido de impressao digital. Aqui, a analise do espectro se
mantera a regido diagnostica. E possivel observar um pico largo por volta de 3400 cm™, além
de um pico discreto por volta de 3200 cm™, ambos caracteristicos de estiramento de ligagdes
O-H. Também sdo possiveis de se observar trés picos, entre 1450 e 1650 cm’
aproximadamente. O pico por volta de 1650 cm™ pode ser atribuido a distensdes em ligagdes
C=C, embora nao seja possivel associar a uma ligacao em cadeia alifatica ou cadeia ciclica. O
pico por volta de 1550 cm™ pode ser atribuido a estiramento de ligagdes N-O, o que indicaria
que a substincia em questdo é nitrogenada. Por fim, o pico por volta de 1450 cm™ ¢é
compativel com dobramento de ligagcdes C-H, associadas a grupos metil. Em sintese, a
molécula em questdo possui ligagdes covalentes compativeis com a estrutura de cadeias

ciclicas e insaturadas, o que por sua vez condiz com a estrutura de melaninas (39,56).
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Figura 23.Espectro de absorvancia de luz na faixa de infravermelho obtido a partir da
analise de FTIR para o pigmento marrom.

Também foi empregado o uso da técnica de termogravimetria (TGA) (Figura 24).
Nesse experimento, a massa de uma dada substincia ¢ monitorada conforme ocorre o
aumento de temperatura em uma camara atmosférica. Mudangas na massa da substancia
podem ser utilizadas para auxiliar na identificagdo dessa, uma vez que a dinamica na
composi¢do da matéria por temperatura pode ser caracteristica de um dado grupo de
compostos quimicos. Portanto, essa técnica também pode ser utilizada para a avaliacdo de
composi¢do de diferentes polimeros em um material plastico, por exemplo. Por fim, essa
técnica também permite a avaliagdo da termoestabilidade de uma substincia, embora essa
possa mudar seu arranjo molecular com aumento de temperatura ¢ sem mudanga de massa
(62). A substancia apresenta perda de massa significativa apenas no intervalo de 25°C a
100°C, provavelmente devido a evaporagdo de moléculas de dgua adsorvidas (62). Se por um
lado, a auséncia de mudangas na massa da substancia além do relatado dificulta a sua
identificacdo, por outro ¢ uma evidéncia de que a substincia possui grande termoestabilidade,
outra caracteristica associada a melaninas (55). A presente molécula apresenta
termoestabilidade maior que demais melaninas de origem bacteriana, as quais apresentam

picos de perda de massa significativos até 600°C (78). Outros ensaios podem ser feitos
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futuramente para a caracterizagdo da substincia. Em particular, estd a ressonancia magnética
eletronica, a qual ¢ capaz de detectar elétrons ndo pareados em radicais. Esse ensaio ¢
interessante, ao passo que melaninas possuem a propriedade incomum de possuirem tais
elétrons, mas serem moléculas estaveis (54,60). Ensaios suplementares de caracterizagao
podem envolver a microscopia eletronica de varredura, a difragdo de raios X(EDX) e a
caracterizacdo de sub-unidades da molécula por espectrometria de massas (MS) ou
ressonancia nuclear magnética (RMN) (55). Sendo uma melanina, essa molécula possui

potenciais aplicagdes biotecnologicas interessantes, como discutido ao final do capitulo.
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Figura 24. Curva de oscilagdo de massa em fungdo de temperatura
obtido para o pigmento marrom em ensaio de termogravimetria. A
curva da taxa de perda de massa foi omitida, uma vez que a perda

de massa se da apenas no intervalo 25°C a 100°C, provavelmente

por perda de moléculas de agua.

8.5 CRESCIMENTO DO ISOLADO KPV3 EM MEIO MINIMO M9 CONTENDO
CAFEINA OU PARACETAMOL

O isolado KpV3 também foi capaz de crescer em meio M9 suplementado com 500
mg.L"' de cafeina. De forma a quantificar o crescimento do isolado em meios de cultura
liquidos com paracetamol ou cafeina, foi feita uma curva de crescimento por contagem de
unidades formadoras de colonia (U.F.Cs) a partir de culturas contendo paracetamol ou cafeina
(figura 25). Uma vez que os farmacos sdo a unica fonte de carbono e energia disponivel no
meio de cultura, com a premissa que o meio nao recebeu fonte alguma de carbono
contaminante durante o seu preparo, ¢ possivel afirmar que o isolado V3 degrada os fdrmacos

para o seu crescimento.
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Figura 25. Curva de crescimento do isolado V3 em meio contendo apenas Paracetamol
ou cafeina como fontes de carbono ao longo de 72 h.

As curvas de crescimento sugerem a degradacdo dos farmacos pelo microrganismo.
Outras andlises sdo necessarias para avaliar em quanto tempo a cultura do isolado V3
consegue degradar o fairmaco e quais sdo as moléculas intermediarias de degradagdo. Tais
técnicas podem ser cromatografia de alto desempenho acoplada a espectrometria de massas
(HPLC-MS) ou técnicas de ressondncia magnética nuclear (RMN)

No que diz respeito a lista de ortdlogos do banco de dados KEGG, foi possivel gerar
visualizagdes para diversas vias metabolicas possiveis para o isolado V3. Na por¢ao do
KEGG dedicada ao catabolismo de moléculas aromaticas, algumas vias se destacam como
potencialmente envolvidas no catabolismo de cafeina ou paracetamol. Dentre essas vias,
destaca-se a via de beta-cetoadipato (Figura 26, via acima) e a via de dealquilacdo e

monoxigenase que comeca com 4-hidroximetilacetato (Figura 26, via abaixo).
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Figura 26. Principais vias bioquimicas potencialmente relacionadas a degradacao de
paracetamol no isolado KpV3. As setas verdes denotam genes encontrados no genoma da
bactéria a partir da anélise de KEGG.
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A via de beta-cetoadipato, comentada em revisdo por Wells and Ragauskas (2012)
(79), ja foi descrita para a degradagdo de outras moléculas xenobidticas aromaticas, tais como
de fertilizantes e pesticidas. Pode ainda apresentar, em bactérias gram negativas, metabolitos
intermedidrios ja descritos para a biodegradagdo de paracetamol, como hidroquinona e acido

maleiacético (23).

Para a biossintese de melaninas em bactérias, estdo descritos dois precursores
principais, a tirosina € o malonil-CoA. A partir da tirosina, algumas vias metabolicas distintas
podem ocorrer. A tirosina pode ser hidroxilada em L-2,3-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e
oxidada em o-dopaquinona por enzimas monofenol oxidase do tipo tirosinase ou difenol
oxidase do tipo laccase. Ao possuir o grupo quinona, essa molécula pode sofrer
autopolimerizacdes oxidativas, dando origem a melaninas. Outras moléculas dihidroxiladas
também podem oxidar ocorrer espontaneamente, o que d4 origem a quinonas e de forma que o
acumulo dessas moléculas ¢ propicio para a formacdo de melaninas. Também ¢ possivel para
a tirosina perder o grupo amino por aminoacido aminotransferases para depois sofrer
hidroxilagdo por diversas enzimas oxigenases, o0 que resulta nas moléculas 2,5-
dihidroxifenilacetato (homogentisato) ou 3,4-dihidroxifenilacetato (homoprotocateato). Ja
para o malonil-CoA, a condensacdo decarboxilativa de cinco dessas moléculas pela enzima
policetideo sintase tipo 3 dé origem ao 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno (THN). A condensagao de
duas THNs por citocromo oxidases da familia P450 gera o hexahidroxiperilenoquinona,
também ¢ capaz de dar origem a melaninas (60). Também foi descrita a formacdo de
melaninas a partir de triptofano, embora os passos reacionais ndo estejam elucidados (80). Na
figura 26 abaixo, o primeiro passo reacional diz respeito a formacdo de homoprotocateato a
partir de 4-hidroxifenilacetato pela enzima 4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenase. O
substrato natural dessa enzima, o acido 4-hidroxifenilacético é estruturalmente similar a
molécula de paracetamol, com a mudancga da fung¢ao acido carboxilico desta sendo substituida

pela fungdo amida (Figura 27).
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Figura 27. Estruturas moleculares do acido 4-
hidroxifenilacético e do acetoaminofeno. A mudanga
entre as moléculas ¢ a substitui¢do entre a fungao
acido carboxilico pela fun¢ao amida. Dada a
semelhanca estrutural entre essas moléculas, é
plausivel o reconhecimento do acetoaminofeno como
substrato da enzima 4-hidroxifenilacetato 3-
hidroxilase.

A enzima 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilase ja foi descrita para a espécie

K.pneumoniae (81) e estudos da estrutura tercidria dessa proteina, bem como estudos

bioquimicos e de engenharia metabolica envolvendo-a demonstram a sua versatilidade quanto

ao reconhecimento de diferentes substratos mono e difenolicos, como cresois, clorofenois,

acido p-cumadrico, umbeliferona, resveratrol, L-tirosina e Levodopa (82—86) (Figura 28).
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| Figura 28. Exemplos de estruturas moleculares para as quais ha registro como substrato da
enzima 4-hidroxifenolacetato 3-hidroxilase de E.coli. Adaptado de Lin e Yan, 2014
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A capacidade ampla desta enzima em hidroxilar cres6is e clorofendis ja foi
demonstrada como util na degradagdo desses poluentes em processos de bioremediagdo (87).
Além disso, Prieto e colaboradores(82) relatam a produgdo de pigmentos negros ou marrons
em microrganismos modificados geneticamente para a producdo da enzima 4-
hidroxifenilacetato 3-monooxigenase de E.coli a partir de diversos substratos, como L-
tirosina, N-acetil-L-tirosina, 4-hidroxifenilacetato, 3-hidroxifenilacetato ¢ fenol. Caso esses
pigmentos sejam melaninas, como o pigmento do presente trabalho possui evidéncias para sé-
lo, o repertorio de substratos para a produgdo de melaninas em microrganismos torna-se
consideravelmente maior do que aquele reconhecido por Pavan e colegas(75). Apos busca
pela sequéncia codificadora da enzima 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilase no cromossomo de
KpV3, utilizando a sequéncia primaria desse enzima para E.coli e o programa tBLASTn,
observa-se que a proteina codificada no cromossomo de KpV3 possui sequéncia primaria

consideravelmente proxima a de E.coli, com porcentagens de cobertura e identidade entre as

sequéncias de 98,0% e 95,9% respectivamente (Figura 29).

contig_1_segment0 contig_1:1.0-5353127.0

Sequence ID: Query_59759 Length: 5363457 Number of Matches: 2
Range 1: 3307301 to 3308470 Graphics ¥ Next Match

Identities Positives Gaps Frame
374/390(96%) 383/350(98%) 0/390(0%) +2

Score Expect Method
786 bits(2029) 0.0 Compositional matrix adjust.

Query 138 FYGQFEQMNARNWYTRIQETGLYFNHATVNPPIDRHLPTDKVKDVYTIKLEKETDAGIIVSG 197
F  QFEQMARNWYTRIQETGLYFMHAIVNPPIDRH P D+VKDVYIKLEKETDAGIIVSG
Sbjct 323@73@1 FTYQFEQMNARMNWYTRIQETGLYFMNHAIVNPPIDRHKPADEVKDVYIKLEKETDAGIIVSG 33@7438@
Query 198 AKVVATNSALTHYNMIGFGSAQVMGENPDFALMFVAPMDADGVKLISRASYEMVAGATGS 257
AKVVATHNSALTHYNMIGFGSAQVMGENPDFALMFVAPMDA+GVKLISRASYEMVAGATGS
Sbjct 3327481 AKVVATHSALTHYNMIGFGSAQVMGENPDFALMFVAPMDAEGWKLISRASYEMVAGATGS 338766@
Query 258 PYDYPLSSRFDENDAILVMDNVLIPWENVLIYRDFDRCRRWTMEGGFARMYPLQACVRLA 317
PYDYPLSSRFDENDAILVMD VLIPWENVLIYRDFDRCRRWTMEGGFARMYPLOQACVRLA
Sbjct 33@7661 PYDYPLSSRFDENDAILVMDKVLIPWENVLIYRDFDRCRRWTMEGGFARMYPLQACVRLA 33e734e
Query 318 VEKLDFITALLKKSLECTGTLEFRGVQADLGEVVAWRNTFWALSDSMCSEATPWVHNGAYLP 377
VEKLDFITALLK+SLECTGTLEFRGVQADLGEVWVAWRN FWALSDSMCSEATPWVNGA+LP
Sbjct 33@7841 VKLDFITALLKRSLECTGTLEFRGVQADLGEVWVAWRNMFWALSDSMCSEATPWVNGAWLP 3323820
Query 378 DHAALQTYRVLAPMAYAKIKMNIIERNVTSGLIYLPSSARDLNNPQIDQYLAKYVRGSHNGM 437
DHAALQTYRV+APMAYAKIKNIIERNVTSGLIYLPSSARDLNMNPQIDQYLAKYVRGSNGM
Sbjct 2328221 DHAALQTYRVMAPMAYAKIKMNIIERNVTSGLIYLPSSARDLMMPQIDQYLAKYWVRGSNGM 3328200
Query 438 DHVQRIKILKLMWDATGSEFGGRHELYEINYSGSQDEIRLQCLRQAQNSGNMDKMMAMYD 497
DHV+RIKILKLMWDATGSEFGGRHELYEINYSGS+DEIRLQCLRQAQ+SGNMDKMMAMYD
Sbjct 23282201 DHVERIKILKLMWDAIGSEFGGRHELYEIMNYSGSRDEIRLQCLRQAQSSGMMDKMMAMYVD 3328380
Query 498 RCLSEYDQDGWTVPHLHNMDDINMLDKLLK 527
RCLSEYDQ+GWTVPHLHMN DINMLDKLLK
Sbjct 33@8381 RCLSEYDQNGWTWVPHLHMNADINMLDKLLK 3388476
Range 2: 33069132 to 2307305 Graphics A Previous Match g First Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

268 bits(685) 0.0

Compositional matrix adjust.

125/131(95%) 126/131(96%) 0/131(0%) +1

Query 9 KPEDFRASTQRPFTGEEYLKSLQDGREIYIYGERVKDVTTHPAFRNAAASVAQLYDALHK &8
KPEDFRA +RP TGEEYLKSLQDGREIYIYGERVKDWVTTHPAFRMAAASVAQLYDALHK

Sbjct 33@6912 KPEDFRADAKRPLTGEEYLKSLQDGREIYIYGERVKDVTTHPAFRMAAASVAQLYDALHK 3387892

Query B9 PEMQDSLCWNTDTGSGGY THKF FRVAKSADDLRQQRDATAEWSRLSYGWMGRTPDYKAAF 128
PEMQDSLCW TDTGSGGYTHKFFRVAKSADDLRQQRDATAEWSRLSYGWMGRTPDYKAAF

Sbjct 2387893 PEMQDSLCWGTDTGSGGYTHKFFRVAKSADDLRQQRDAIAEWSRLSYGWMGRTPDYKAAF 33@7272

Query 129 GCALGANPGFY 139
GCALGANP FY

Sbjct 23307273 GCALGANPAFY 337305

Figura 29. Alinhamento por tBLASTn entre a sequéncia de 4-hidroxifenilacetato
3-hidroxilase de E.coli (Numero de acesso PDB6EBO) e o cromossomo de
KpV3.
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A enzima em E.coli teve sua estrutura tercidria resolvida por cristalografia de raios-X

em diferentes estudos(85,88). Os residuos R113, Y117 e H155 sdo importantes para a

formacao de ligacdes nao-covalentes e estabilizacdo do grupo fenol nos substratos (88) e esses

residuos estdo também presentes na proteina codificada por KpV3.

Ainda, ¢é possivel levantar a hipétese de quais as reagdes quimicas ocorrem no isolado KpV3

para a formagdo de melanina a partir de paracetamol, embora a validagao experimental por

técnicas de quimica analitica permanecam necessarias para sua corroboracao (Figura 30).
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Figura 30. Desenho esquematico das reacdes quimicas hipotéticas para a formacao de
melaninas a partir de paracetamol no isolado KpV3. A enzima 4-hidroxifenil acetato 3-
hidroxilase permite a hidroxilagdao no carbono 3 do paracetamol, com esse produto se
oxidando provavelmente de forma espontinea para sua quinona correspondente e essa,
também mais provavelmente por reagdes de oxidagdo, promoveria auto reagdes para a
formagdo de melaninas. Esse braco de reagdes pode ser possivel dada a baixa velocidade de
reacdo da molécula dihidroxilada nos passos reacionais seguintes para o metabolismo
bacteriano, como a fissdo do anel aromatico por quebra oxigenolitica por oxigenases.

Também estdo presentes vias de degradacdo de xilenos, trans-cinamatos e

fenilpropanoatos. A auséncia de alguns genes ao se observar as vias de forma completa pode

ser resultado de variantes de base Unica ou artefatos do sequenciamento de nanoporos, os

quais diminuiriam a similaridade desses genes com os depositados em bancos, dificultando
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sua identificagdo. Ou, podem realmente indicar a auséncia destes genes no isolado. Apesar das
semelhancas entre moléculas intermedidrias na formagdo de melaninas e degradagdo de
paracetamol descritos na literatura ou a presenca de genes de formagdo de melaninas
presentes no isolado bacteriano, mais ensaios sdo necessarios para se elucidar as vias de
degradagdo de paracetamol e formacdo de melaninas, como por exemplo a formacdo de
linhagens nocaute para genes de interesse. De todo modo, o paracetamol pode ser um
precursor novo para a formagao de melaninas a partir de bactérias e o primeiro xenobiotico a

agir como tal.

A melanina possui aplicagdes biotecnolégicas interessantes. E uma molécula capaz de
auxiliar na prote¢do contra raios ultravioleta, dada a absorc¢do desses e irradiagdo da energia
em calor. Também ¢ capaz de possuir atividade antioxidativa, uma vez que possui elétrons
ndo-pareados que podem reagir com espécies reativas. A presenca de grupos hidroxila em
diferentes orientacdes espaciais faz com que melaninas sejam capazes de fazer ligacdes de
coordenagdo com metais pesados e ter interagdes nao-covalentes com poluentes organicos
(60). De tal sorte, fungos com alta capacidade de melanizagdo sdo encontrados em regides
com altos indices de radiagdo como Chernobyl (59) e animais que vivem em ambientes
altamente poluidos tendem a produzir mais melanina, fendmeno conhecido como melanizagdo
industrial (81). Caso se confirme esse processo de conversdao de paracetamol em melanina,
seria possivel a geracdo de um composto com capacidade de adsorcdo de poluentes a partir de
um poluente, o que poderia ser considerado como uma forma de biorremediacdo em uma
segunda ordem. Tal processo talvez possa contribuir para a geracao de biofiltros na associagao

de bactérias com carvoes ativados.

9 CONCLUSOES DO CAPITULO 1

Foi possivel o isolamento e identificagdo de uma bactéria nativa de ambiente aquatico
para a potencial degradacdo de xenobidticos poluentes. Essa bactéria se mostrou capaz de
colonizar a superficie de carvao desenvolvido para adsorcao de cafeina e paracetamol.

O isolado KpV3 foi identificado como da espécie K. pneumoniae e essa linhagem
apresentou a producdo de um pigmento marrom quando na presenca de paracetamol. Esse
pigmento possui caracteristicas de melanina e provavelmente ocorre como produto de

degradacao do farmaco, o que pode propiciar aplicagdes biotecnoldgicas.
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Diferentes genes e vias metabolicas puderam ser encontradas, pelo menos de forma
parcial, que podem estar relacionadas ao catabolismo de paracetamol, como as vias de beta-
cetoadipato, via contendo4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenase e, vias de degradacdo de
xilenos, trans-cinamatos e fenilpropanoatos.

Dadas as caracteristicas de interesse médico do isolado (discutidas no capitulo 2), bem
como a auséncia de parametros otimizados (temperatura, in6culo, pH, dentre outros) para
degradacao dos farmacos de interesse, o uso da cepa V3 em associagdo com carvoes ativados
para a remoc¢ao de poluentes pode ser feita no maximo como prova de conceito, com uma
nova prospeccdo de microrganismos sendo de interesse para, ao menos, a aplicacdo de

bactérias em associagcdo com carvoes para remog¢ao de poluentes.



77

CAPITULO 2 - AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DE INTERESSE MEDICO
DO ISOLADO KPV3
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10 RESUMO DO CAPITULO 2

Apesar dos registros na literatura acerca da aplicacdo de Klebsiella para fins tecnologicos, o
género foi descrito originalmente como capaz de causar doengas de forma oportunistica.
Estudos do genoma desse género tem reavaliado a descricdo de suas espécies. Dessa forma,
analises gendmicas se tornaram a principal forma de identificacdo de espécies do género.
Além da patogenicidade descrita originalmente para a espécie, dois fendtipos tém sido
observados com cada vez mais frequéncia para K. pneumoniae: A multirresisténcia a
antimicrobianos e a hiperviuléncia, essa ultima sendo a capacidade de causar doencgas em
humanos sem morbidades. Assim sendo, embora ndo tenha sido o objeto inicial de estudo, a
melhor compreensao dos fatores de patogenicidade da linhagem KpV3 podem melhor auxiliar
estudos futuros de epidemiologia para a espécie no Distrito Federal, dado o seu local de
isolamento. Ensaio de antibiograma demonstra que a linhagem referida ¢ multirresistente a
antimicrobianos, incluindo cefalosporinas, carbapenems e quinolonas. Andlises gendmicas da
linhagem a apontam como uma nova linhagem para a espécie, sendo seu nimero de linhagem
tipo depositada em banco de dados da espécie. A arvore filogenética construida a partir de
genomas de K. pneumoniae depositadas em Genbank e com valores de ANI>99%. O genoma
da linhagem possui genes de viruléncia tipicos para a espécie, como genes para a produgdo de
capsula, fimbrias, lipopolissacarideo e o sideréforo enterobactina. Também foi encontrada a
maioria dos genes responsaveis pela estrutura do sistema de secregdo tipo 6, além de trés
genes codificadores das toxinas VgrG, as quais podem desempenhar um papel na competicao
da bactéria contra outras bactérias ou fungos em ambientes diversos. No entanto, praticamente
ndo foram encontrados genes relacionados a hiperviruléncia. Em conformidade com o ensaio
de antibiograma, foram encontrados genes de resisténcia a beta-lactdmicos, além de genes
codificadores de bombas de efluxo e genes para a resisténcia contra acriflavina e metais
pesados. Dentre esses genes, destaca-se a ocorréncia do gene blaCTX-M-15, o qual codifica
uma enzima de beta-lactamase de espectro estendido. Esse gene foi encontrado no
cromossomo bacteriano proximo a uma sequéncia de profago de Siphoviridae. Isso indica
que a linhagem KpV3 esteve em algum momento de sua ancestralidade em contato com
microbiota intestinal de mamiferos. Esse contato pode ocorrer dentro de algum mamifero

propriamente dito ou em efluente de esgoto. Também foi encontrado o gene blaKPC-2 em um
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contig extracromossomal, em associacdo com um transposon do tipo NTEKPC ndo descrito
na literatura. Por fim, um contig da linhagem KpV3 teve correspondéncia de quase 100% com
contigs de uma linhagem hospitalar de K. pneumoniae, o que indica um possivel fluxo de
genes entre hospitais do DF e o Lago Paranod. Essa descoberta ¢ alarmante, uma vez que o
lago ¢ de usufruto da populagdo local para fins de lazer, bem como reuso de agua para
potabilidade. No entanto, o estudo de mais isolados € necessario para se examinar qual a
potencial dispersdo de linhagens de relevancia médica no Lago Paranoa. Também ¢
importante destacar que o reuso de 4gua em cendrios de secas prolongadas pelo aquecimento

global pode contribuir para a disseminagao de linhagens resistentes a antimicrobianos.
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11 INTRODUCAO

11.1KLEBSIELLA PNEUMONIAE

O género Klebsiella foi nomeado em 1885 por Trevisan (apud (51)), em homenagem a
Edwin Klebs, quem descreveu a espécie hoje conhecida como Corynebacterium diphteriae
(83). Neste trabalho, Trevisan descreve a espécie tipo do género, K. pneumoniae, isolada a
partir de pacientes com pneumonia. Essa espécie possui como caracteristicas gerais ser um
bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo, imével e produtor de cdpsula mucoide. Na época
e por décadas seguintes, os critérios para classificagdo dos microrganismos eram
majoritariamente morfoldgicos e bioquimicos. Assim, era dificil a distingdo entre K.
pneumoniae ¢ a bactéria descrita por Escherich como “Bacterium lactis aerogenes”, hoje
espécie descrita como K. aerogenes, uma vez que ambas as espécies possuiam perfis de
fermentacdo de aglicares similar, bem como reagiam positivamente em ensaios de soro anti-
capsula de Klebsiella (51). A separagdo dessas espécies comegou a se consolidar a partir de
Moller (apud (51)), o qual introduziu testes de descarboxilase, onde K. pneumoniae era
negativa para descarboxilacdo de ornitina e motilidade e K. aerogenes era positiva para
descarboxilacdo e poderia apresentar resultado positivo para motilidade. Também era
questionada a separagdo entre K. pneumoniae € K. oxytoca, essa ultima positiva para testes de
indol. No entanto, testes genéticos demonstram a separagao dessas espécies (51).

Curiosamente, as analises de genoma de diversas linhagens anteriormente pertencentes
a K. pneumoniae as tem revelado como de espécies distintas, em anos mais recentes. Em
2004, Rosenblueth e colaboradores (64) descrevem K. variicola (epiteto que denota “habitante
de lugares diversos”), uma espécie isolada a partir de pacientes internados em hospitais e de
plantas, incapaz de fermentar adonitol e com hibridizagdo DNA-DNA menor que 70% para K.
pneumoniae, critério esse como um dos utilizados para a delimitacdo de novas espécies
bacterianas. Duas doencas associadas ao género, o rinoescleroma e a rinite atréfica, eram
reconhecidas como causadas por duas espécies distintas, mas que desde 2009, sao
reconhecidas como subespécies de K. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis e
K. pneumoniae subsp. ozanae, respectivamente (83). Em 2014, Brisse e colaboradores (84)

descrevem K. quasipneumoniae, espécie essa cujo genoma possui 94% de ANI (identidade
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média de nucleotideos, do inglés, average nucleotide identity) com K. pneumoniae e K.
varicola, de tal sorte que indices <95% sdo utilizados como critério para descricdo de novas
espécies. Em 2017, Long e colaboradores (85) descrevem uma linhagem cujos polimorfismos
de base Unica delimitam sua existéncia como um ramo separado das demais espécies de
Klebsiella em cladogramas, sendo essa espécie entdo descrita como K. quasivariicola. Por
fim, Rodrigues e colaboradores descrevem em 2019 K. africana (65), com valor de ANI<95%
para as demais espécies de Klebsiella. Wyres e colaboradores (87) se referem as espécies
descritas nesse paragrafo como “complexo de espécies K. pneumoniae”. Esse complexo nao
tem valor filogenético formal, porém ¢ utilizado, pois ensaios bioquimicos ndo sao capazes de
discernir entre essas espécies, com analises genéticas, como MLST, e gendomicas sendo assim
mais adequadas para identificagdo, tais como ANI. Identificagdo por protedmica ¢
teoricamente possivel, no entanto ¢ necessario preparar os perfis proteicos de identificacao
por cada laboratorio, uma vez que esses ndo se encontram disponiveis ainda em bancos de
dados publicos ou comerciais (50). Wyres e colaboradores (87) ressaltam ainda que K.
pneumoniae ¢ a espécie predominante do grupo em colecdes clinicas e para qual se conhece
mais acerca de sua patogenicidade em relagao as demais espécies do género.

Desde a descri¢ao da espécie por Trevisan, K. pneumoniae esta associada a infecgdes
oportunistas em humanos (67, 86). Nesse tipo de infec¢do, onde as cepas bacterianas sdo
referidas como “cléssicas” pela literatura (do inglés, classic Klebsiella pneumoniae, cKp), as
manifestacdes clinicas se ddo principalmente na forma de pneumonias, infecgdes do trato
urindrio ou infecgdes por feridas, todas as quais podem evoluir para septicemias. Estas
infecgcdes ocorrem em ambientes nosocomiais e pacientes de risco incluem recém-nascidos,
idosos, convalescentes de cirurgias e portadores de imunodeficiéncias. Para esses pacientes, ¢
possivel que as infecgdes ocorram pelo controle ineficiente do sistema imune em prevenir
crescimento exacerbado destas bactérias. Isso se d4 pois embora K. pneumoniae possa ser um
membro comensal da microbiota intestinal, sua coloniza¢do no intestino aumenta as chances
de um dado portador desenvolver uma infecgdo (86).

Apo6s aproximadamente 100 anos da descri¢ao de Trevisan, dois fenotipos emergentes
comegaram a ser descritos para cepas de K. pneumoniae, com repercussdes clinicas
importantes: As cepas de K. pneumoniae ditas “hipervirulentas” (do inglés, hypervirulent
Klebsiella pneumoniae, HVkp) e cepas da espécie resistentes a antimicrobianos
carbapenémicos (do inglés, Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae CRkp), comumente
associadas com fenotipo de multiresisténcia a antimicrobianos (87, 88). As descrigdes

moleculares de como se constituem esses fenotipos ocorrem nas sessdes seguintes. No
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entanto, as caracteristicas gerais desses fenotipos e sua associagdo com linhagens especificas
ocorre a seguir.

Wyres e colaboradores (86) classificam cepas HVkps como patégenos “verdadeiros”,
diante da possibilidade de infeccdo dessas cepas em pessoas sem comorbidades aparentes.
Essas infec¢des também passam a ocorrer fora dos hospitais, de origem dita comunitéria. Para
infeccdes por HVkps, manifestacdes clinicas comuns sdo endoftalmite, pneumonias, fascite
necrosante, meningite, abscesso piogénico do figado, dentre outras. A maioria desses locais de
infec¢ao, podendo ocorrer simultaneamente, sao raras para cKps e isso se deve a capacidade
de HVkps promoverem infeccdes metastaticas. Isso significa a capacidade das bactérias de
sobreviver na circulagdo sanguinea do hospedeiro e colonizar locais secundarios para
promocao de infecgdo. Linhagens especificas da espécie estdo relacionadas ao fenotipo de
hiperviruléncia, notadamente o grupo clonal 23, o que inclui tipos clonais (do inglés, Strain
type, STs) ST23, ST 26, ST 57 e ST 163 (90). Ja linhagens CRkp, para as quais ha poucas
opg¢des quimioterapicas, podem ser encontradas em diversas linhagens diferentes, uma vez
que os genes que permitem o surgimento deste fenotipo sdao frequentemente mobilizados por
transmissao horizontal de genes, fendmeno detalhado em sessdo seguinte. No entanto,
linhagens dos grupos clonais CG 258 (incluindo STs 258, 11 e 512), CG 15 (incluindo STs 15
e 14), além das STs 147, 37, 101 e 17 sdo as mais comuns em surtos envolvendo K.
pneumoniae multiresistentes (89). Por fim, um fendmeno particularmente preocupante que
tem sido relatado ¢ a convergéncia dos fendtipos de hiperviruléncia e de multiresisténcia a
antimicrobianos para uma mesma linhagem de K. pneumoniae. Essa convergéncia pode se dar
quando uma bactéria HVkp recebe genes de resisténcia a antimicrobianos por transmissao
horizontal de genes ou o contrario ou ainda quando genes relativos a ambos os fendtipos
acabam por integrar um mesmo elemento genético modvel, como um plasmideo. Até o
momento, a maioria destes casos de convergéncia de fendtipos tem ocorrido na Asia, mas a
severidade de casos clinicos causados por bactérias com convergéncia desses fenotipos torna

importante o rastreamento dessas linhagens em ambientes hospitalares e na comunidade (87).
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11.2 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Durante seu discurso de posse do prémio nobel de medicina ou fisiologia em 1945,
Alexander Fleming advertia (90): “Se vocé usa penicilina, use o suficiente”. Essa adverténcia
se dava as vistas de tanto o uso amplo do antibidtico pelas tropas aliadas na segunda guerra
mundial, quanto pelas observacdes de Fleming, que observara a emergéncia de bactérias
resistentes a penicilina em laboratdrio, caso essas fossem expostas a concentragdes sub-
inibitérias. Nas décadas seguintes, at¢ a década de 1980, novas classes de antimicrobianos
foram descobertas e comercializadas, como aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas,
dentre outros (92).

No entanto, poucos anos apds a introdu¢ao de um novo antimicrobiano em regimes
terapéuticos, surgiam relatos de isolados bacterianos resistentes a cada um (92). Genes de
resisténcia a antibidticos j& existiam antes de qualquer interferéncia humana, uma vez que
esses eram empregados por microrganismos em dindmicas de competicdo por nichos
ambientais (92). No entanto, com o uso inadequado de antibidticos em diferentes esferas, a
mobilizacdo desses genes a linhagens patogénicas humanas, o que serd melhor discutido na
proxima sessao. Pior, a resisténcia a antimicrobianos se d4 como um problema global
atualmente (93, 94). Para se entender como a resisténcia a antimicrobianos emerge e se
dissemina pelo planeta, um conceito 1util ¢ o de saude unica. Esse conceito foi cunhado em
2004 para denotar a dependéncia da satide humana em relacdo a satide dos demais animais,
domésticos ou selvagens, e em relacdo a “satide” do meio ambiente (96). Sob esse conceito,
diferentes entidades de saude humana, veterindria e ambiental se unem para fomentar
discussdes e  elaborar  estudos sobre a  dependéncia  dessas  esferas
(https://onehealthinitiative.com/). Para Robinson e colegas (96), a resisténcia a
antimicrobianos ¢ o problema de saude tnica mais tipico. Como Baquero e colaboradores (98)
discutem, diferentes acdes antrdpicas tem elevado o contato de microbiotas humanas com
microbiotas ambientais, bem como a selecdo nestas pelo fenodtipo de resisténcia a
antimicrobianos, seja por mutacdes ou por transferéncia horizontal de genes e sua selecao em
ambientes com concentragdes relevantes de antimicrobianos. Ainda segundo os autores, a
interagcdo entre microbiomas humanos e de outros animais aumentou progressivamente, das
cacas ao periodo neolitico, com a geragdo da agropecuaria, ¢ até o contexto atual, com
aumento nas populacdes humanas e de consumo de proteina animal gerada de forma intensiva

e pouco higienizada. Um exemplo pratico desse contexto foi a emergéncia do gene de
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resisténcia mcr-1 a colistina. Esse ¢ um antimicrobiano de ultimo recurso e a primeira
detec¢do de sua mobilizacdo ocorreu em plasmideos de linhagens de E. coli, as quais eram
carreadas de porcos a humanos, uma vez que o uso do antimicrobiano era controlado apenas
em humanos (99). Também se destaca o estudo de metagenomas microbianos associados a
calculos dentarios de ursos pardos na Suécia, onde a ocorréncia de genes de resisténcia nesses
ambientes aumenta no periodo de aumento do consumo de antimicrobianos no pais e diminui
quando medidas estatais restringem o uso destes. Os autores também ndo encontram uma
correlagdo entre proximidade destes animais com populagdes humanas e ocorréncia de genes
de resisténcia a antimicrobianos, o que indica para a disseminagdo desses genes em ambientes
selvagens (99). Ha ainda o caso para a disseminagdo de genes blaCTX dentre enterobactérias.
Originalmente, essa familia de genes era encontrada em bactérias do género Kluyvera. Um
dos fatores que contribuiu para a disseminacao dos genes blaCTX a partir desse género para
enterobactérias foi a inser¢do de promotores mais fortes acima desses genes, por sequéncias
de inser¢do, de forma que as linhagens receptoras desses pudessem ter doses de MIC (do
inglés, minimum inhibitory concentration) maiores € se tornassem resistentes. Em
experimentos in vitro em Kluyvera, a mobilizagdo da sequéncia ISEcpIB carreando genes
blaCTX do cromossomo para plasmideos ocorreu de forma mais frequente em situacdes de
presencga de cefalosporinas e em temperaturas proximas a 40°C, em comparacdo a condi¢do
controle de 37°C. Dessa forma, a presenca desses antimicrobianos no ambiente ou a
ocorréncia dessa sequéncia em microbiotas de aves, de temperatura corporal proxima a
relatada, poderia acelerar a disseminacdo desses genes de resisténcia (100, 101). O despejo
descontrolado de antimicrobianos, seja de ambientes hospitalares ou domiciliares, a falta de
sua erradicacdo em sistemas de tratamento de dgua e esgoto também contribuem para este
problema (94). Nadimpalli e colegas (102) discutem ainda como a resisténcia a
antimicrobianos afeta de forma desproporcional paises e contextos locais de baixa renda, onde
assentamentos urbanos informais propiciam de forma mais intensa a disseminag¢do de
resisténcia a antimicrobianos. Nestes contextos, densidades populacionais humanas e animais
altas, aliadas a falta de saneamento e exposi¢ao a material fecal, catalisam a transmissao de
resisténcia a antimicrobianos entre as microbiotas locais. Isso se torna mais grave ao se
considerar que sdo afetadas populagdes as quais ja possuem acesso restrito a praticas
preventivas de satde. Assim sendo, a vigilancia sobre a ocorréncia de resisténcia a
antimicrobianos, bem como praticas para o combate dessa, se fazem importantes a nivel

global e, particularmente, em comunidades socio-econdmicas mais vulnerabilizadas.
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Sucintamente, em termos moléculares, a resisténcia a antimicrobianos se d4 por meio da
alteracdo de vias metabolicas pré-existentes, a modificagdo por ligagdes covalentes ou quebra
dessas nas moléculas de antimicrobianos, a restricao de acesso dos antimicrobianos ao interior
celular bacteriano, a modificagao molecular dos alvos dos antimicrobianos e a expulsao destes
de dentro das células bacterianas (104). Exemplos desses mecanismos serdo discutidos
adiante com foco na espécie K. pneumoniae.

No relatorio “Ameagas da resisténcia a antimicrobianos nos Estados Unidos” de 2019,
o Centro de Controle de Doengas e prevencao (do inglés, CDC) (103), elenca diferentes
grupos de bactérias, e a espécie fungica Candida auris, dentre os grupos de “ameagas
urgentes”, “ameacgas sérias”, “ameagas de preocupacdao” e “lista de vigilancia”. Essa
classificacdo, em ordem decrescente de periculosidade, se d4 em consideracdo a impactos
clinicos e econdmicos, bem como sua incidéncia na €poca e projetada para dez anos,
transmissibilidade, disponibilidade de antimicrobianos efetivos e barreiras de prevencao.
Dentre as ameacas urgentes, estd o grupo das enterobactérias resistentes a carbapenems, para
as quais o relatorio d4 a alcunha de “bactérias do pesadelo”. Para esse grupo de bactérias, ha
poucas opgdes terap€uticas, como o antimicrobiano colistina, o qual ¢ altamente nefro e
neurotdxico, € o uso de bacteridfagos, os quais sdo utilizados em regimes experimentais ou
uso compassivo no hemisfério ocidental ou ainda terapias de combinagdo de antibacterianos
e/ou bacteriofagos (104). Nesse grupo de bactérias, se encontram as K. pneumoniae
resistentes a carbapenems. Para essa espécie, as principais classes de antibacterianos
utilizados sd3o os beta-lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas, polimixinas e tigeciclina
(88). Dada a importancia do fendtipo de resisténcia a antimicrobianos para a espécie, estas
classes e os mecanismos de resisténcia descritos para K. pneumoniae serdo descritos a seguir.

Antibacterianos do grupo dos beta-lactamicos sao os mais utilizados atualmente e seu
consumo global aumentou em 36 % entre 2000 e 2015 (106), além de serem os
antibacterianos preferenciais para o tratamento de infec¢des causadas por enterobactérias
(103). Esse grupo pode ser dividido entre quatro classes quimicas: penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenems. Todos os componentes do grupo possuem o anel beta-
lactamico, o qual ¢ constituido por um grupo amida ciclico (3-carbono, 1-nitrogénio) (106—
108). Esse anel ¢ capaz de causar a acilagdo da enzima transpeptidase (também conhecida
como proteina ligante a penicilina, do ingl€s, penicillin binding protein, PBP), o que a inativa.
Essa enzima ¢ utilizada por bactérias para ligar peptideos na parede celular. Assim, a parede
celular perde a sua integridade, de forma a promover a lise da célula bacteriana (109). As

penicilinas possuem um anel de tiazolidina ((CH:);(NH)S)) fusionado ao anel beta-lactamico;
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as cefalosporinas possuem um anel de dihidrotiazina (C4sH;NS) no lugar do anel de
tiazolidina; os monobactdmicos, como o nome indica, possuem apenas o anel beta-lactamico e
nos carbapenémicos, o atomo de enxofre da posicdo 1 da tiazolidina ¢ substituido por um
atomo de carbono, além da introducdo de uma insaturagdao no anel de tiazolidina (107,108).
Em associacdo com esses antibacterianos, podem ser administrados inibidores de beta-
lactamase, como os inibidores de acido clavulanico, sulbactam, tazobactam e avibactam (109)

(Figura 31).
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Figura 31. Estruturas moleculares de moléculas representativas dos principais beta-
lactamicos. 1 - estrutura da penicilina. 2- estrutura basica de cefalosporina. 3- estrutura

basica de carbapenem. 4- estrutura basica de monobactamico. Retirado de Bush e
\ Bradford, 2020

Na espécie K. pneumoniae, virtualmente todas as linhagens possuem resisténcia as
penicilinas, por meio da expressdo do gene de beta-lactamase blashv, localizado no
cromossomo bacteriano (86). Tal ¢ essa disseminagdo do gene blashv na espécie que se usa
ampicilina para o isolamento de cepas de K. pneumoniae a partir de amostras de fezes
humanas (dx.doi.org/10.17504/protocols.io.662hhge). Algumas linhagens dessa espécie
possuem mutagdes pontuais neste gene, de forma que essa passa a conferir resisténcia de
forma extendida a beta-lactimicos, assim incluindo penicilinas, monobactamicos e
cefalosporinas (86, 88). Tais mutacdes deram origem a primeira beta-lactamase de espectro
extendido, formando o gene blashv-2, encontrado em uma linhagem de K. pneumoniae
isolada a partir de um paciente em unidade de terapia intensiva na Alemanha (109). Mutagdes
no promotor de alelos blashv capazes de conceder resisténcia a cefalosporinas, de forma a
aumentar a forca desses promotores, podem resultar na resisténcia até de beta-lactamicos de
ultima gera¢do, como os carbapenems. Além deste gene, cromossomos de K. pneumoniae
apresentam genes de bombas de efluxo ogx4B e acrAB, os quais podem apresentar mutagoes
em algumas linhagens para o bombeamento de carbapenems, além de mutagdes nos genes de
porina OmpK35 e OmpK36 ou ainda a dele¢do destes, que dificultam a difusdo dos

antibacterianos da membrana periplasmatica a parede celular (86).
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Em relagdo as ESBLs, durante as décadas de 1990-2000, alelos dos genes blashv e
blatem foram os principais responsaveis genes do grupo. No entanto, a partir da década de
2000, cepas responsaveis por surtos hospitalares passaram a apresentar ESBLs da familia
CTX-M, com a ocorréncia de outros genes, como ges, veb e oxa (88, 100). A primeira
detec¢do dessa familia de genes se deu em um isolado de E. coli resistente a cefatoxima em
um caso de otite infantil na cidade de Munique, assim gerando o nome CTX-M. Nessa
familia, os genes CTX-M-14 e CTX-M-15 sdo os de maior distribuicdo, com ocorréncias em
humanos, animais e amostras aquaticas pelo globo (101).

Em face dos casos de resisténcia a até cefalosporinas, como ultima linha de defesa
dessa classe de antibacterianos, foram desenvolvidas e aplicadas os carbapenems em 1983.
No entanto, ja em 1987, Knothe e colaboradores (110) detectaram cepas de K. pneumoniae
resistentes a carbapenems e, em 1991, o primeiro gene de carbapenemase foi detectado, /MP-
1 (96). Desde entao, diferentes genes de carbapenemase foram descobertos, com alguns sendo
detectados pela primeira vez em K. pneumoniae, como OXA, NDM e KPC (88, 111). Essa
ultima familia de genes ¢ a de maior distribuicdo dentre as carbapenemases para a espécie,
tanto pela associagdo com linhagens ST 258, quanto pela transmissao horizontal promovida
por transposons 7n4401 ou derivados, com os genes KPC-I e KPC-2 sendo os mais

frequentes em surtos hospitalares (Figura 32) (88, 112).
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J4 os aminoglicosideos sdo uma classe de antibioticos utilizada desde 1944, como a
estreptomicina, € cujo mecanismo de ag¢do se da na interagdo desses com a porcao do sitio A
da sub-unidade 30S do ribossomo. Nessa interacao, a conformagao do sitio muda de tal forma
a alterar o processo de tradugdo celular, induzindo erros no reconhecimento cédon-anticédon
ou ainda promovendo a leitura de codons de parada precoces em fitas de RNA mensageiro.
Esses antibidticos foram sendo menos utilizados a partir da década de 1980, em favor de
cefalosporinas, carbapenems e fluoroquinolonas, por serem consideradas de espectro mais
amplo e/ou mais seguras. No entanto, o surgimento de resisténcia a esses antibidticos em
varias espécies de bactérias gram-negativas fez aumentar o uso de aminoglicosideos de novo,
0 que repercutiu nas formas de resisténcia a esse (114).

Entre as décadas de 1970 e 1980, os genes de resisténcia a aminoglicosideos para K.
pneumoniae consistiam basicamente naquelas cujas enzimas modificavam a estrutura do
antibidtico, como acetiltransferases, adenililtransferases e fosfotransferases. Essas enzimas, ao
atuarem na estrutura do aminoglicosideo, possuiam a tendéncia a serem especificas a um
grupo restrito de formas dessa classe de antibiotico. Apos a intensificagdo no uso de
aminoglicosideos, comegaram a ser detectados na década de 2000 genes que codificavam
metilases cujo alvo era 0 RNA 16S. Dessa vez, ao atuar sobre um sitio de intera¢do dos
farmacos, a resisténcia se dava de forma mais ampla a classe dos aminoglicosideos. Também
passaram a ser observadas mutagdes em genes de bombas de efluxo, como acr4B, bem como

em delecdes do gene de porina kpnO (89) (Figura 33).
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Quinolonas, por sua vez, sdo uma classe de antibidticos que atua sobre a familia de
enzimas das DNA topoisomerases, de forma a impedir o relaxamento topoldgico gerado sobre

o DNA por conta da enzima DNA helicase. Como consequéncia, 0 DNA acumula tensdo tal
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que impede a abertura continua da forquilha de replicacdo sobre este, comprometendo assim a
replicagdo das células bacterianas. Essa classe de drogas foi desenvolvida na década de 1960,
no entanto seu uso se intensificou na década de 1980, com o desenvolvimento das
fluoroquinolonas, as quais possuem maior atividade antibacteriana (115). Como
consequéncia, os casos € mecanismos moleculares decorrentes da resisténcia a esses farmacos
também aumentaram mais significativamente a partir de 1980. A espécie K. pneumoniae
possui dentre suas linhagens todos os mecanismos descritos em bactérias gram-negativas para
a resisténcia contra quinolonas, desde mutacdes nos genes dos alvos farmacolédgicos, a

producdo de bombas de efluxo e enzimas de modificagcdo das proteinas-alvo (89) (Figura 34).
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Polimixinas sdo peptideos ciclicos catidnicos, os quais sdo capazes de desalojar ions
cationicos associados @ membrana periplasmatica e de se internalizar junto ao LPS, carregado
negativamente. Essas intera¢des levam a formacao de poros na membrana, fazendo-a perder
sua integridade e impossibilitando o equilibrio osmdtico entre os meios intra e extracelular da
bactéria, a eliminando. Essa classe de antibidticos foi descoberta na década de 1960, no
entanto teve seu uso limitado em seres humanos, por sua toxicidade. Seu uso, porém, foi
intensificado a partir dos anos 2000, dada a disseminagdo de cepas de K. pneumoniae
resistentes a beta-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas. Desse modo, a resisténcia a
polimixinas, comumente medicamentos de ultimo recurso, também emergiu a partir desta
década. Os mecanismos de resisténcia a essa classe de antibioticos envolvem enzimas de
modificagdo do LPS, de forma que esse possa perder seu cardter de carga negativa. Essas
modificagdes podem envolver ligantes como a aminoarabinose (gene pbgP), fosfoetanolamina
(gene pmrC) ou palmitato (gene pagP). A resisténcia também pode se dar por meio de
alteracdes em genes de regulacdo da expressdo génica, relativos a uma menor produgdo de
LPS na c¢lula, como o sistema de dois componentes phoPQ. Aumento na producido de
capsula, por meio do grupo de genes cps, também pode levar a resisténcia contra polimixinas,
ao servir de barreira entre esses farmacos e o LPS. Como nos demais mecanismos de
resisténcia, também pode haver a contribuicdo de bombas de efluxo. Destaca-se ainda a
emergéncia do gene mcr-1, o qual codifica uma fosfoetanolamina transferase, o qual ¢
detectado em plasmideos. Esse gene pode ter sido selecionado na espécie K. pneumoniae
gracas ao uso de colistina em granjas de frango, uma vez que o uso desse antibidtico

historicamente ndo foi restrito para aplicacdes na pecuaria (Figura 35) (89).
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O antibidtico tigeciclina ¢ de uma classe relativamente nova de antibidticos, as
glicilciclinas, e foi aplicado para o tratamento de infeccdes de K. pneumoniae pela primeira
vez em 2005. Porém, cepas da espécie rapidamente desenvolveram formas de resisténcia a
esse antibidtico, envolvendo bombas de efluxo, perda de porinas e modificagdes nos

reguladores de expressdo génica desses (Figura 36) (89).
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Ao se considerar o panorama epidemiologico de infecgdes em unidades de tratamento
intensivo em adultos no Brasil para 2020, K.pneumoniae foi a espécie mais associada a
infeccdes da corrente sanguinea e a segunda espécie mais associada a infec¢des do trato
urindrio. Também foi a segunda espécie mais associada a essas infeccdes na populacao
pediatrica. Em adultos, aproximadamente 70% das infec¢des causadas por K.pneumoniae
possuia bactérias resistentes a cefalosporinas, mais de 50% possuia bactérias resistentes a
carbapenems e cerca de 15% possuia bactérias resistentes a polimixinas. J& na populagdo
pediatrica, cerca de 50% das infec¢des continham bactérias resistentes a cefalosporinas, 25%
a carbapenems e 5% a polimixinas(123). No Distrito Federal, a principal espécie associada a
estas formas de infeccdo em adultos e populagdo pediatrica ¢ K.pneumoniae, com a excegao
de infecgdes do trato urindrio na pediatria. Em termos de resisténcia a antimicrobianos, a
siituacdo ¢ mais grave no DF, onde a pior situagdo ¢ a de infec¢des da corrente sanguinea em

adultos: 82% de isolados da espécie eram resistentes a cefalosporinas,93% destes eram
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resistentes a carbapenems e 25% resistentes a polimixinas(124). Dessa forma, o quadro
epidemiologico atual mostra a importancia de acdes contra a disseminacdo de linhagens

bacterianas resistentes a microbianos, particularmente K.pneumoniae.

11.3 VIRULENCIA

Para a espécie K. pneumoniae, quatro fatores de viruléncia sdo melhor descritos:
lipopolissacarideos, capsula, sideroforos e fimbrias. Alguns fatores estdo associados a cepas
HVkp, embora nenhum seja estritamente necessario para o fenodtipo de hiperviruléncia. Esses
fatores sdo a produ¢do de hipercapsulas, produg¢do de hipermucoviscosidade, capsulas de
sorotipo K1 ou K2 e presenca de sider6foros distintos de enterobactina (86, 115). Estes quatro
fatores de viruléncia serdo descritos a seguir, bem como as suas particularidades para cepas
HVkps, além de discussdo breve acerca de fatores de viruléncia menos caracterizados para a

espécie (Figura 37).
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Figura 37. Principais fatores de viruléncia descritos para CKps e
HVkps. CKps possuem tipos capsulares diversos, além de LPS,
fimbrias e sider6foro enterobactina. HVkps costumam ter tipos
capsulares K1 ou K2, com producao de hipercapsulas, além de
repertdrios maiores de sideréforos. Retirado de Paczosa e Mecsas,
2016.
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O fator de viruléncia melhor caracterizado at¢ o momento para esta bactéria ¢ a
capsula. Essa aten¢do se deve, pois, linhagens nocautes para genes de producao capsular sao
muito menos capazes de infectar modelos murinos, promover metastase infecciosa e
letalidade. Em contrapartida, comumente cepas hvkps possuem uma producdo exarcerbada
desta capa polissacaridica, denominada “hipercdpsula”. Linhagens com hipercdpsula ja
apresentam maior capacidade de infec¢do metastatica e letalidade do que bactérias sem esse
fendtipo (116). Cepas de K. pneumoniae podem apresentar diferentes composi¢des de
polissacarideos para a formacdo de suas capsulas, sendo reconhecidos até o momento 77
sorotipos capsulares, também conhecidos como antigenos K, e cerca de 138 combinagdes de
alelos génicos para a producdo capsular (86, 116). Dentre os sorotipos capsulares, aqueles
pertencentes aos tipos K1 e K2 sdo os mais prevalentes no grupo das hvkps, embora nem o
tipo capsular seja determinante para a hiperviruléncia nem o contrario seja necessario, com
tipos capsulares K3 e K5 também com a possibilidade de apresentar esse fenotipo (117). Os
genes necessarios para a producao de capsula se encontram no operon cps € essa produgdo
segue passos enzimaticos parecidos dentre os diferentes tipos capsulares. A sintese comeca
com uma glicosiltransferase ancorada na membrana plasmatica da célula, que pode ser Wcal
(cujo substrato ¢ glicose) ou WbaP (cujo substrato ¢ galactose). Essa glicosiltransferase
catalisa a ligagao de seu carboidrato com um carreador lipidico, o undecaprenil fosfato. Em
seguida, diferentes glicosiltransferases podem ligar carboidratos variados, como fucose e
acido urdnico, ao glicosil-undecaprenil-fosfato, em sua extremidade nio-redutora. O produto
destas reacdes € transportado ao periplasma celular por meio da flipase Wzx, onde esse ¢
utilizado como monomero para a polimerizagao catalizada pela enzima Wzy, com a remogao
dos grupos fosfato. O tamanho da cadeia sacaridica ¢ regulado por Wzc e essa ¢ movida para
o exterior celular por meio da exportase Wza. Por fim, a cadeia ¢ ancorada a porgao externa
da membrana periplasmatica por meio da enzima Wzi (118).

Ja para o aumento na producao de capsula, para a formagdo da hipercapsula, diversos
fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos. Os genes rmpA e rmpA2 (do inglés, regulator
of mucoid phenotype, rmp) podem regular a transcricdo de genes do operon cps e podem estar
presentes no cromossomo ou mobilizados em plasmideos. Também podem ocorrer mudancgas
em alelos dos genes rcsA4 e resB, nativos do operon cps, € do gene magA, o qual codifica uma
polimerase similar a Wzy (117). J& estimulos nutricionais participam da modulacdo de

expressdao da capsula, com a diminuicdo da capsula presente em meios ricos e vice-versa, o
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que leva a hipotese da capsula ser capaz de participar na aquisi¢ao de nutrientes pela bactéria
(117). Uma fung¢ao melhor estabelecida para a producdo de hipercapsula ¢ a de evasdo do
sistema imune, com diferentes mecanismos ocorrendo para os sorotipos K1 e K2. Cepas com
esses tipos capsulares induzem uma menor produgdo de espécies reativas de oxigénio por
neutrofilos. Além disso, estas capsulas possuem em sua composicao residuos de acido sialico,
o qual inibe a sinalizacdo de fagocitose em macrdofagos. Também ha a auséncia de manose, a
qual pode ser reconhecida por seu receptor de lectina cognato em macréfagos para a
fagocitose. H4 ainda uma maior resisténcia a proteinas do sistema complemento e peptideos
antimicrobianos, os quais frequentemente precisam entrar em contato com membranas
plasmaticas para exercer a formagdo de poros e lise celular. Por fim, esses sorotipos também
estdo associados a uma menor produgdo de citocinas pro-inflamatorias pelo hospedeiro, como
TNF-qa, IL-6 e aumento na citocina anti-inflamatoria IL-10 (117). Embora nao tenha sido
testada para esta bactéria, uma outra funcdo ainda foi descrita para a capsula de fungos da
espécie Cryptococcus neoformans, nos quais uma maior produgdo de capsula acarreta em uma
diminui¢cdo na densidade celular desses, o que em tese ajuda na dispersdo dos fungos em
ambientes liquidos, como sistema linfatico (120).

Um fendtipo comumente associado a hipercapsula ¢ o da hipermucoviscosidade. O
primeiro teste desenvolvido para a avaliacao desse fendtipo ¢ o teste em fio, no qual bactérias
sao cultivadas em meio McConkey por 24 horas a 37°C por esgotamento. Apds esse periodo,
colonias individuais sdo suspensas por uma al¢a de inoculacao. Caso se forme um fio com
mais de 5 mm de altura, o teste ¢ considerado positivo (89). No entanto, esse teste pode sofrer
alteracdes em sua leitura, como quantidade de indculo, assim outros testes vém sendo
desenvolvidos para a deteccao da hipermucoviscosidade, como a centrifugagdo em gradiente
descontinuo de percoll (119). De todo modo, esse fenotipo também estd associado a infecgdes
invasivas para a espécie e os genes rmpA e rmpA2 estao relacionados a este (88).

Outro fator de viruléncia mais associado a superficie bacteriana ¢ o lipopolissacarideo
(LPS), presente na membrana periplasmatica de bactérias gram-negativas. O LPS ¢
constituido por um oligosacarideo, também conhecido como antigeno O, e um lipideo A.
Estes sdo sintetizados pelos grupos de genes wb e waa para a por¢ao de carboidrato e o grupo
de genes /px para a por¢do lipidica. Existem atualmente 9 sorotipos distintos de antigeno O,
com 12 Joci génicos diferentes. Os sorotipos Ol e O2 s3o os mais comuns em isolados
clinicos e esses podem estar envolvidos na evasdo de fagocitose. Além disso, a presenga de
LPS nas bactérias as torna menos suscetiveis a acdo bactericida de componentes do sistema

complemento, contudo também ¢ um PAMP (padrao molecular de associagdo a patégeno, do
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inglés, pathogen-associated molecular pattern) proeminente da bactéria, sendo reconhecida
por diferentes receptores, em particular o TLR4, para a secre¢do de citocinas pro-
inflamatdrias por células da resposta imune inata (86, 115).

Ainda na superficie bacteriana, destacam-se as fimbrias tipo 1 e 3, as quais sao
importantes para a adesdo da bactéria em diferentes substratos. As fimbrias tipo 1 sdo lineares
e sdo sintetizadas pelo grupo génico fimACFGHK, para as quais a proteina FimA é o maior
componente estrutural e a proteina FimH determina as propriedades adesivas da estrutura,
estando ao final dessa. Esse tipo de fimbria ¢ capaz de se ligar em glicoproteinas D-
manosiladas, sendo, portanto, classificadas também como sensiveis a manose. J4 fimbrias tipo
3 sdo helicoidais e sdo sintetizadas pelo grupo génico mrkABCD. A hélice ¢ estruturada por
sub-unidades de MrkA e MrkD se situa no final da estrutura. Essas fimbrias se ligam em
colagenos extracelulares, mas nao foi determinado qual o sitio de ligagdo, embora sabe-se que
nao ¢ manose, sendo fimbrias insensiveis a esse carboidrato (117).

J4 em termos nutricionais, um nutriente importante para o crescimento de diversos
organismos ¢ o ferro. Em mamiferos, ferro geralmente estd associado a moléculas de
transporte, como a transferrina. Esses organismos também podem utilizar de moléculas
distintas como lactoferrina para uma ligagdo mais forte com o ferro, como forma de resposta
imune a patégenos. Assim, a principal estratégia para varios patogenos, como K. pneumoniae,
para a acquisdo de ferro a partir do hospedeiro ¢ a secrecdo e reabsorcao de moléculas que
possuam afinidade a ferro maior do que moléculas do hospedeiro. Sider6foros sao um tipo de
pequenas moléculas organicas capazes de fazé-lo, tanto para a obtencdo de ferro em um
hospedeiro quanto a partir de ambientes externos a esse. Praticamente todas as linhagens de
K. pneumoniae possuem o locus génico completo para a biossintese do siderdforo
enterobactina em seu cromossomo (entABCDEF para sintese e fepABCDG para transporte).
No entanto, hospedeiros mamiferos sdo capazes de secretar a proteina lipocalina-2 a partir de
neutrdfilos e células epiteliais. Essa proteina € capaz de se ligar e neutralizar enterobactinas, o
que impede o crescimento da bactéria. Além disso, a proteina auxilia no recrutamento de
neutréfilos para um dado sitio de infecgdo. Cepas HVhps costumam apresentar de um a trés
sistemas a mais de sider6foros, quanto maior este repertdrio, maiores as chances de uma dada
cepa ser hipervirulenta. O sider6foro salmoquelina ¢ uma forma glicosilada de enterobactina e
essa modificacdo ¢ feita pelos genes iroBCDE, os quais podem estar no cromossomo ou em
plasmideos. Essa glicosilagao impede a ligagao de lipocalina-2 ao sider6foro, impedindo sua
inativacdo ¢ recrutamento de neutréfilos. Ja o sideréforo aerobactina ¢ estruturalmente

distinto dos anteriores, com afinidade menor a ferro do que estes, mas sem reconhecimento
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por lipocalina-2. Esse sideroforo ¢ sintetizado pelos genes iucABCD e seu transporte ocorre
por meio do gene iutd (86, 115). Por fim, o sider6foro yersiniabactina também ¢
estruturalmente distinto de enterobactina e salmoquelina € possui menor afinidade por ferro.
Esse sider6foro ¢ sintetizado pelos genes irpl, irp2 e ybtESTU e mobilizado pelos genes
vbtPQ e fyud (122).

Outros fafores de viruléncia vem sendo estudados mais recentemente em relacdo a K.
pneumoniae, aqui com uma breve descri¢gdo. A bomba de efluxo ArcAB ja mencionada na
sessdo de resisténcia a antimicrobianos, também contribui para resisténcia contra peptideos
antimicrobianos do hospedeiro (117). O policetideo colibactina ¢ uma pequena molécula
organica com a¢do mutagénica em células eucarioticas. A capacidade de sintese dessa
molécula esta associada a clones de K. pneumoniae causadores de abcessos de figado (88). A
allantoina ¢ um intermediario na via de degradacao de purinas, a qual pode ser utilizada como
fonte de carbono e nitrogénio por algumas cepas de K. pneumoniae. Algumas cepas capazes
de causar abcessos piogénicos no figado possuem um operon para a degradacdo dessa
molécula (115, 121). O operon ter em bactérias confere resisténcia ao 6xido de telurito. Em K.
pneumoniae, esse operon ¢ encontrado em plasmideos e confere resisténcia a essa bactéria
contra acidos graxos de cadeia curta produzida por algumas bactérias da microbiota intestinal,
sendo assim um fator de viruléncia ao auxiliar na colonizacdo (124). Por fim, o sistema de
secrecao tipo 6 (T6SS) ¢ codificado por um a trés loci génicos, correspondendo ao menos 13
proteinas (125). Com o T6SS, cepas de K. pneumoniae respondem a fatores de estresse para a
bactéria, tais como presenca de antimicrobianos, baixa concentragdo de ferro, alta
concentragdo de sddio ou ainda a presenga de outras linhagens bacterianas com esse sistema
de secre¢ao. Com esse aparato, a bactéria ¢ capaz de secretar toxinas em células eucarioticas
ou procaridticas, tais como DNAses ou proteinas que desencadeiam estresse oxidativo, sendo
assim importante para competicdo com outras bactérias e colonizacdo do hospedeiro (123,

124).

11.4 TRANSPOSONS

Bactérias tém como principal forma de reprodugdo a fissdo bindria ou cissiparidade,

um evento assexuado. No entanto, o dominio bactéria possui uma diversidade consideravel de
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espécies e de genes (127), bem como ¢ notoria a emergéncia de fendtipos novos em bactérias
em periodos relativamente pequenos, tais quais o surgimento de multirresisténcia a
antimicrobianos e de hiperviruléncia em K. pneumoniae, ja citados. Dessa forma, a
diversidade génica deste dominio se d& por dois processos principais, as mutagdes ¢ a
transmissao horizontal de genes (do inglés, horizontal gene transfer, HGT).

A mutagdo aleatdria em bases nitrogenadas do DNA, acoplada a tempos de geragdo
usualmente curtos, permite a selecdo de bactérias com fenotipos mais aptos a um ambiente em
escalas temporais relativamente curtas. Por exemplo, ap6s um periodo de 30 anos de cultivos
em repique laboratorial, o que proporcionou 31.500 geragdes, linhagens de E. coli se tornaram
capazes de usar uma nova fonte de carbono para a espécie, o citrato (128). Apesar de
estocasticos, os eventos de mutacdo podem ter sua taxa acelerada por algumas bactérias, o que
se cunha na literatura cientifica como evolvabilidade (129). Mecanismos controlados de
resposta a danos no DNA, como a resposta SOS, podem promover a atividade de DNA
polimerases de alta susceptibilidade a erro, assim introduzindo muta¢des no DNA bacteriano
em taxas maiores que eventos aleatorios de mutacao (129).

Em adicdo aos eventos de mutacao, estd a transferéncia horizontal de genes. Uma vez
que a reproducdo de bactérias se dd4 majoritariamente de forma assexuada, a geragdo de
progénie ocorre na forma de clones em relag@o a geracdo anterior. Assim sendo, a transmissao
de variabilidade genética ndo ocorre verticalmente entre geragdes, salvo mutacdes, mas pode
ocorrer entre bactérias que compartilhem o mesmo espago, em vez de compartilhar uma
ancestralidade temporal. Tal ¢ a ocorréncia de HGT em bactérias que a representagdo grafica
de “arvore” filogenética poderia ser melhor representada como uma “rede” (128, 129). Ha
ainda quem defenda uma visdo centrada em genes em vez de espécies bacterianas para definir
microbiomas, onde esses seriam uma colecao de genes adaptados a um dado ambiente em vez
de comunidades de espécies localmente adaptadas (128, 130). Dentro da HGT, trés
mecanismos principais atuam: transformacdo, transducdo e conjugacdo. Em sintese, na
transformagdo, DNA exogeno a bactéria ¢ incorporado a essa; na transducdo, virions
introduzem seu genoma em genomas bacterianos, processo esse que pode também ser
cooptado por ilhas de patogenicidade bacteriana para seu empacotamento em capsideos virais
e na conjugacdo, plasmideos podem ser transmitidos entre bactérias por meio de pili
conjugativos. Esses também podem transmitir elementos conjugativos e integrativos (do
inglés integrative and conjugative elements, ICEs), os quais diferem de plasmideos ao nao
possuirem uma origem de replicacdo propria e precisarem se integrar a um elemento de DNA

capaz de replicagdo autonoma (129, 131).
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Além dos ICEs, outros elementos integrativos sdo componentes importantes dentro de

mutacdes e HGTs, as chamadas sequéncias de inserc¢do (IS) e Transposons (Tns), também

conhecidos como sequéncias transponiveis, uma vez que esses sao responsaveis pela

locomocao de genes e outros elementos do material genético entre diferentes moléculas, como

entre cromossomo € plasmideos. (figura 38).

7~

\\

Intracellular mobility \

composite Tn

(A) TTnp

Donar cell

U
*\E_,,/Tnp
chromosome

Intercellular (
mobility

conjugation/
maobilization

transduction

transformation

(D) : Ssr

Intracellular mobility \

(E) JTnp

unit Tnzin/Tn

Q =—p———t—=Q

= resistance gene
[ transposase gene(s)
[ site-specific recombinase gene(s)
[ conjugation genes
® site-specific recombination site

Recipient cell j

Figura 38. Principais formas de transmissdao horizontal de genes e elementos génicos
envolvidos. Eventos de transformacdo adquirem DNA exdgeno a bactéria, enquanto
conjugacdo mobiliza plasmideos e ICEs entre bactérias e transducao mobiliza material
genético entre bactérias por meio de bacteri6fagos. A mobilidade de material genético entre
diferentes moléculas se da por sequéncias de insercdo, transposons e atividades de
recombinacdo com ou sem esses elementos moveis. Retirado de Partridge et al, 2018.

As sequéncias transponiveis foram identificadas pela primeira vez por Barbara

McClintock, a qual recebeu o prémio nobel de medicina ou fisiologia de 1983 por isso.

Também ¢ atribuida a McClintock a afirmacdo pela primeira vez de que sequéncias

transponiveis sdo elementos importantes para a evolucao dos organismos (142). Em bactérias,

os elementos transponiveis foram descobertos pela primeira vez por outra cientista, Naomi

Datta, a qual também propds que esses elementos eram importantes na transmissao de genes

de resisténcia a antimicrobianos entre linhagens de Salmonella Typhimurium (143). Em

termos de classificacdo, sequéncias de inser¢do costumam ser curtas (0,7 a 3 kb) e incluem
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apenas elementos necessarios para seus eventos de transposi¢do em genomas, quais sejam um
gene de recombinase flanqueado por sequéncias repetitivas curtas e invertidas, reconhecidas
pela recombinase como loco de recombinacdo. J4 transposons costumam ser maiores €
apresentar elementos os quais ndo participam de seus eventos de transposi¢ao, ditos elementos
passageiros. Transposons ainda podem ser classificados entre simples e compostos, ao
necessitarem de um ou mais genes de transposase, respectivamente. Estes elementos
passageiros podem conferir diversos fenotipos adaptativos ao microrganismo hospedeiro,
como resisténcia a moléculas antimicrobianas, viruléncia, dentre outros. Ja a mobilizag¢ao
destes passageiros pode se dar ndo apenas entre moléculas de DNA pelos transposons, mas
também entre organismos diferentes, pelos mecanismos de transferéncia horizontal de genes
(133). Essa mobilizagdo pode trazer consequéncias graves dentro de contextos de
microbiologia médica, uma vez que ja existe registro de genes de resisténcia a
antimicrobianos disseminados entre moléculas de DNA e hospedeiros dentro de hospitais,
causando surtos de infecg¢des resistentes a antimicrobianos (132). J4 em termos de mutagdo, a
expansdao de coOpias de sequéncias de insercdo em genomas pode conferir beneficios de
aptiddo em um momento inicial, no entanto ao longo do tempo, podem apresentar efeitos
deletérios, uma vez que organismos precisam se equilibrar entre diversidade alélica e
estabilidade funcional do genoma para manter sua aptidao (135).

Como indica o trabalho de Consuegra e colaboradores (133), a replicagdo de
sequéncias capazes de integracdo em um genoma pode influenciar de forma positiva ou
negativa a aptiddo da célula portadora desse genoma. Dentro das ciéncias biologicas,
comportamento social pode ser entendido como a interacdo entre um numero plural de
entidades biologicas, de forma a alterar a aptiddo dos individuos envolvidos. As interagdes
sociais em um grupo tendem a favorecer a selecdo do grupo, em detrimento da aptidao de
individuos. No entanto, estratégias de beneficio individual de uma entidade podem ser
benéficas a ela em termos de aptiddo, em detrimento do grupo, estratégias ditas “egoistas”. A
partir desse cenario, genes e outros elementos do genoma, ndo s6 podem ser alvos de sele¢ao
natural, como também podem adotar estratégias ditas egoistas para a sua manutengao (136).
Segundo a hipotese do gene egoista, a selecdo natural pode ser descrita como uma competicao
entre genes, uma vez que esses € nao os organismos, que podem passar por manutengao ou
mudanca ao longo de longas escalas de tempo (137). Quando uma entidade se torna mais apta
a um dado ambiente, esse pode conter tanto elementos abioticos (indices de precipitacao,
quantidade de sais minerais no solo, etc) como elementos bioticos. E na situacdo de aumento

de aptidao em termos de relagdes com outros componentes bidticos, esse aumento de aptidao
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serve, por sua vez, como pressao seletiva para esses demais componentes bidticos, o que pode
ser conceituado como co-evolugdo. Por exemplo, uma espécie predadora que se torna mais
capaz de capturar presas oferece uma pressao seletiva maior a essas presas para se adaptarem
em resposta. Em situagdes de antagonismo, como a do exemplo dado, a aptidao de ambos os
componentes da interacdo nao pode se tornar 6tima um em relacdo ao outro simultaneamente
(predadores que sempre capturam suas presas € presas que sempre escapam de seus
predadores). Portanto, nestas situagdes de antagonismo, a recorréncia de interagdes leva a uma
interacdao na qual quando uma entidade se torna mais apta, a correspondente se torna, por sua
vez, menos apta. Essa recorréncia ocorre até que a co-evolucdo deixe de existir, seja pela
extingdo de um dos componentes, seja pelo escape de um desses componentes da interagao
(ex: predadores que deixam de consumir a presa em favor de outras fontes alimentares) (134).
Van Valen (1973) (136) deu a esta concep¢ao o nome de Hipdtese da rainha vermelha, em
alusdo a obra “Alice no Pais das Maravilhas” de Lewis Caroll, onde em dado momento, Alice
corre contra a rainha vermelha em um tabuleiro e ndo para sair do lugar, apenas para manter a
corrida e ndo ser deixada para tras pela concorrente.

Interagdes antagonistas, ou envolvendo egoistas, como predador-presa e hospedeiro-
patdégeno também podem ocorrer em nivel molecular, os chamados conflitos genéticos.
Plasmideos podem contem genes anti enzimas de restricdo ou ainda conter pares de genes de
toxina-antitoxina, para aumentar suas chances de preservacao dentro de um genoma (136). Ja
para sequéncias de inser¢do e transposons, as interagdes iniciais com o hospedeiro podem ser
benéficas, ao aumentar a diversidade génica, mas o acimulo dessas sequéncias pode
comprometer a estabilidade funcional do genoma, como ja apontado em Consuegra e
colaboradores (133). Como Mclaughlin e Malik discutem (134), esses elementos
transponiveis precisam se replicar numa taxa superior a do genoma hospedeiro, a fim de se
evitar a inativacdo desses por mutagcdes. Da mesma forma, poucos eventos de transposicao
podem resultar em baixa aptiddo para os transposons, mas uma aptiddo maior ao genoma
hospedeiro e vice-versa. Assim se estabelece o conflito entre elementos transponiveis e
genomas cé¢lulas hospedeiras, o que pode levar a diversificagdo de formas dos elementos
moveis.

E possivel aliar esta concepgio de transposons egoistas com a proposta de Gillings e
colaboradores (137) para o entendimento de evolugdo destes. Os autores propdem que
elementos génicos moveis externos a um dado ambiente, elementos xenogeneicos, também
sejam entendidos como poluentes, como se faz usualmente com coliformes fecais em

ambientes aquaticos, por exemplo. Segundo esses autores, poluentes podem ser classificados
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como ‘“‘convencionais”, finitos e pré-existentes como petrdleo; “xenobiodticos”, finitos e de
origem antropica, como inseticidas, herbicidas, farmacos sintéticos, protetores solares, dentre
outros; “espécies invasoras”, capazes de se replicar e pré-existentes, como espécies exoticas
de plantas e animais e “xenogeneicos”, capazes de se replicar e de origem antropica, uma vez
que poluentes xenobidticos, promovem a selecdo de arranjos novos de genes de aptidao frente
a estes poluentes, em associa¢do com elementos genéticos moveis. Um exemplo prevalente de
elemento xenogeneico sao plasmideos ou transposons que possuem genes de resisténcia a
antibidticos. Uma vez que a maior parte das classes de antibioticos foi descoberta a partir de
bactérias do solo, essas e outros participantes de microbiotas nativas, possuiam genes de
resisténcia a antibidticos antes do ser humano passar a usar massivamente dessas moléculas.
Assim, além das mutagdes de novo em bactérias de interesse médico, o que as torna cada vez
mais resistentes ao uso de antimicrobianos ¢ a mobilizagao de genes de resisténcia entre si por
meio de elementos génicos moveis.

Portanto, a evolucdo de sequéncias de inser¢do e transposons ¢ complexa e seu grau de
complexidade pode ser maior nesses ultimos, ao carrearem genes passageiros que aumentem
aptidao de células hospedeiras, particularmente em ambientes antropicos em rapida mudanga.
Contudo, dada a importancia que os fenotipos desses genes passageiros podem oferecer nas
sociedades humanas, como a disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos, torna-se
necessario o melhor entendimento de quais sdo estas sequéncias em um dado ambiente e
como elas podem vir a interagir com este. Larsson e Flach (94) propoem que o espalhamento
de genes de resisténcia a antimicrobianos em bactérias patogénicas a humanos se da em
quatro etapas. Primeiro, um gene de resisténcia precisa adquirir mobilidade dentro de um
genoma, por meio de IS ou Tns. Segundo, esse elemento movel precisa se mover para um
elemento capaz de mobilidade entre genomas, como plasmideos ou ICEs. Terceiro, é preciso
ocorrer a propria transmissdo do plasmideo ou ICE entre genomas bacterianos. Por fim, um
passo que pode ocorrer a qualquer instante entre os trés primeiros é mobilizacao do gene de
resisténcia de uma bactéria ambiental a um microbioma de animais de criacdao ou o préprio
microbioma humano. A pressao seletiva para a manutencao de genes de resisténcia ocorre de
forma mais intensa apenas em microbiotas humanas e animais, onde had maiores
concentragcdes de antibidticos. Ainda segundo esses autores, transmissdo de bactérias entre
animais € humanos seria mais comum e mais prevenivel forma de mobiliza¢do de genes de
resisténcia, embora a aquisi¢ao de genes a partir de isolados ambientais também ¢ possivel. Ja
para a espécie K. pneumoniae, destaca-se que o locus génico para a biossintese de

yersinabactina e para colibactina esta frequentemente associado a um ICE, chamado ICEkp
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(122), bem como a transmissdo de diversos genes de carbapenemase estd ligada a sequéncias

transponiveis (90).

11.5 VIGILANCIA GENOMICA

Desde o trabalho de John Snow, o qual ¢ apontado como a origem do ramo da
epidemiologia e que um pogo contaminado era a fonte responséavel por um surto de Colera em
Londres (140), diversas tecnologias foram sendo desenvolvidas para o estudo de
microrganismos, desde métodos de microscopia, cultivo, analises bioquimicas e testes
gendmicos. Esses tltimos tém ganhado cada vez mais importancia atualmente.

O advento da pandemia de COVID-19 demanda de governos ao redor do planeta uma
série de respostas sanitarias. Dentre essas respostas, estd a dita vigilancia genomica. Essa
medida utiliza de técnicas de gendmica para auxiliar na identificagdo de pessoas infectadas
com o virus Sars-CoV2 e ajudar na orientagdo de isolamento dessas pessoas e rastreio de
potenciais casos. Além disso, essa técnica também tem sido utilizada para a identificacdo e
estimativa de prevaléncia em uma dada populagio humana de variantes virais (141). E
possivel ainda se monitorar a circulagcao do virus, ou de outros agentes infeciosos, com base
na presen¢a de seu material genético nas redes de esgoto, o que se cunha como epidemiologia
baseada em agua (do inglés, water-based epidemiology) (149).

Apesar da notoriedade dessa resposta frente a esta pandemia e sua contengdo, a
vigilancia gendmica possui aplicagdes relevantes em diferentes contextos. Sob a o6tica da
microbiologia médica, testes fenotipicos e moleculares apresentam limita¢des, algumas das
quais podem ser importantes tanto para a conducdo de progndsticos favoraveis aos pacientes
quanto para a identificagdo de genotipos relevantes e sua transmissao em um dado ambiente.
Primeiro, testes rapidos moleculares estdo comercialmente disponiveis para um namero
pequeno de patogenos e genes (142). Métodos dependentes de cultivo tém limitagdes
associadas ao crescimento dos microrganismos, tais como o numero de espécies cultivaveis
em laboratorio, tempos de crescimento longos para microrganismos fastidiosos, viés de
cultura para espécies microbianas de crescimento mais rapido e riscos de contaminacao.
Assim sendo, tecnologias de sequenciamento de nova geracdo podem ser incorporadas a

rotina laboratorial de forma a permitir a identificagdo de genotipos e espécies de interesse de
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forma mais répida, ndo-direcionada a um dado gene e sem vieses de crescimento, esse Ultimo
no caso particular de metagenomas (140).

Embora o projeto genoma humano tenha sua primeira versdo concluida com sucesso
utilizando sequenciamento de DNA de primeira geracao, Sanger, esse processo demorou mais
de 10 anos e custou bilhdes de dolares (143). Genomas de microrganismos, menores que o do
ser humano, ja podiam ser analisados com essa tecnologia, por exemplo o genoma da bactéria
de importancia agricola Xylella fastidiosa, maior projeto cientifico a época do Brasil (144).
No entanto, o sequenciamento de genomas se tornou uma ferramenta mais acessivel com o
desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (do inglés, next
generation sequencing, NGS) (143). As ferramentas de NGS podem ser classificadas entre
dois grupos, as tecnologias de segunda geracao, de leituras curtas do DNA (do inglés, short
reads) e as tecnologias de terceira geracao, de leituras longas do DNA (do inglés, long reads).

A plataforma mais utilizada atualmente para sequenciamento de segunda geracao ¢ da
fabricante [llumina. Em sintese, apds a extragdo de DNA de uma amostra, esse ¢ fragmentado
em sequéncias pequenas por sonicagdo ou enzimas de restricao, essas ultimas com o risco de
vieses de sequenciamento para organismos com conteudo AT ou GC muito distantes de 50%.
Em seguida, sdo adicionadas sequéncias adaptadoras, as quais sdo utilizadas para fixar as
sequéncias resultantes sobre o aparato de sequenciamento (flow cell), adicionar sequéncias
complementares a primers e adicionar sequéncias para identificacdo individual de cada uma.
Ao se fixar cada sequéncia com um identificador unico, ¢ possivel determinar a sequéncia de
varios fragmentos de DNA simultaneamente, o que diminui fortemente o custo da ferramenta.
Apo6s a preparagdo dessas sequéncias, isso € a preparagdo da biblioteca de sequenciamento,
cada sequéncia (75 a 300 pb) ¢ submetida a rodadas intercaladas de incorporacdo de
nucleotideo, leitura de fluorescéncia desse nucleotideo marcado e remocgao do fluoréforo para
o prosseguimento da reacdo de polimerizagdo. Assim, sdo geradas as leituras curtas, as quais
sdo discriminadas por meio de seu identificador unico. Apds a geracdao dessas leituras, as
sequéncias introduzidas para a reacdo do sequenciamento podem ser removidas em
computadores, em um processo chamado de corte (do inglés, trimming). Por esse processo,
também podem ser removidas as sequéncias cujo chamamento de base (do inglés, base
calling) forem dubias, sendo assim de baixa qualidade. As leituras remanescentes podem ser
usadas para a montagem do genoma, principalmente por meio do grafo de de Bruijn para a
montagem do zero de um genoma. A montagem também pode acontecer ao se mapear as
leituras geradas em sobreposicdo a um segundo genoma anteriormente montado, no entanto

esse processo tende a enviesar a montagem para a ndo-detec¢do de variantes estruturais do



108

genoma a ser montado. De todo modo, ao final desse processo, sdo geradas sequéncias
contiguas (do inglés, contiguous sequences, contigs). Apds a montagem, diferentes programas
computacionais podem ser usados para o reconhecimento de sequéncias e motivos, de forma a
permitir a atribui¢do de qualidades (genes, promotores, dentre outros) as sequéncias contiguas
geradas pela montagem, processo esse denominado anotagdo do genoma. O sequenciamento
de leituras curtas permite um chamamento de base de acurdcia muito alta, no entanto os
contigs resultantes costumam ser numerosos, o que dificulta a identificacdo de elementos
génicos extensos, como transposons ¢ plasmideos (140, 143).

J& para o sequenciamento de leituras longas, de terceira geracdo, as plataformas mais
utilizadas atualmente sdo da Pacific Biosciences (Pacbio) ou Oxford Nanopore. Uma vez que
essa geracdo utiliza de leituras longas de DNA (>500 pb), a extragdo de DNA de um
organismo deve ser feita da forma a se preservar ao maximo o tamanho das sequéncias. Em
seguida, o DNA obtido deve ser de-circularizado (140). Para as tecnologias da Pacbio, o DNA
resultante ¢ ligado a sequéncias adaptadoras, tornando-os circulares, e introduzido-os em
canais contendo DNA polimerases fixadas ao substrato do aparato de sequenciamento. Em
seguida, se d4a a alternancia entre introdu¢do de nucleotideo, excitacdo e leitura de
fluorescéncia desse e remog¢ao do fluordforo (145). Ja em tecnologias Nanopore, o DNA entra
em contato com canais proteicos fixados a uma membrana sintética. Esses canais possuem
helicases fusionados a eles, de forma a permitir a abertura do DNA fita dupla e a introducao
de DNA fita simples pelo canal. Por dentro dos canais, também hé& a passagem de ions,
gerando corrente elétrica. Conforme cada base passa pelo canal proteico, a quantidade de
ions, e, portanto, a corrente, muda. As mudancas na corrente podem ser detectadas e
interpretadas pelo sequenciador, de forma a corresponder cada mudanga a uma base distinta
(145). Apos o processo de corte, a anotacdo dessas leituras pode ocorrer, com um método
comum sendo a sobreposi¢cdo de sequéncias idénticas entre diferentes leituras para a formacao
de contigs. As tecnologias de leituras longas permitem a geragdo de leituras em tempos mais
curtos que a plataforma illumina e, ao serem longas, facilitam a anotacdo de elementos
génicos longos. No entanto, o chamamento de base dessas tecnologias, particularmente da
Nanopore, ¢ inferior a de tecnologias de leituras curtas. Dessa forma, ¢ possivel superar as
limitacdes de ambas as geragdes de tecnologia de sequenciamento ao combind-las. Um
genoma pode ser montado do zero a partir de leituras longas e leituras curtas podem ser
mapeadas contra essa montagem, de forma a aumentar a qualidade do chamamento de bases.
Essa estratégia ¢ denominada montagem hibrida e corresponde ao padrdo ouro para analise de

genomas (142).
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12 JUSTIFICATIVA

Embora nao tenha sido o intuito original do presente trabalho realizar uma analise
epidemiologica da dispersdo de K. pneumoniae no Distrito Federal, a andlise de caracteristicas
genéticas do isolado KpV3 poderia trazer informacdes importantes quanto a sua relevancia
clinica, bem como orientar pesquisas futuras quanto a epidemiologia dessa espécie e fatores

de resisténcia a antimicrobianos e viruléncia no DF.
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13 OBJETIVO

13.1 OBJETIVO GERAL

e Identificar a presenca de caracteristicas de relevancia médica, tais como
hiperviruléncia e resisténcia a antimicrobianos, com énfase em analises génomicas, na

linhagem KpV3.

13.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o antibiograma da linhagem KpV3;

e Identificar no genoma da linhagem KpV3 caracteristicas gendmicas, tais como
presenga, variantes e nimero de genes e elementos génicos moveis, potencialmente
relacionados aos fenotipos de (hiper)viruléncia e resisténcia a antimicrobianos;

e Comparar as caracteristicas gendmicas encontradas na linhagem KpV3 com genomas
de Klebsiella pneumoniae depositadas no NCBI, bem como genomas da espécie de

1solados no DF.
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14 MATERIAL E METODOS

14.1 CRESCIMENTO EM MEIO AGAR MCCONKEY

A partir de uma cultura de pré-inéculo crescida overnight a 25°C, uma placa de meio

agar McConkey (Kasvi) foi inoculada por estria em esgotamento 24 h e 25°C.

14.2 CONTRASTACAO NEGATIVA POR TINTA NANQUIM

A partir de uma cultura de pré-inoculo crescida overnight a 25°C, 10 pL da cultura
resultante foram retirados e pipetados sobre lamina de microscopio. Uma gota de tinta
nanquim (Acrilex) foi adicionada sobre a cultura na ldmina. Apos isso, uma laminula foi
acrescentada e a lamina foi observada em microscopia de luz simples no microscopio

(Primostar, Zeiss) em aumento de 1000x.

14.3 SERIE BIOQUIMICA

A série bioquimica foi feita em meio Rugai com Lisina (Laborclin), a qual foi
inoculada conforme instru¢des do fabricante a partir de cultura de LB do isolado. Apds
inoculado, o meio foi incubado a 25°C por 24 h e entdo a leitura dos resultados foi feita

conforme o fabricante.
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14.4 ANTIBIOGRAMA

Uma cultura de 5 mL em LB da cepa KpV3 teve a sua densidade Optica ajustada a um
padrao de McFarland de 0,5 (204,0 uM BaCl; 17,9 mM H,SO,), por meio de absorbancia a
625 nm no espectrofotdmetro Spectramax V5. A partir dessa cultura ajustada,100 pL dessa
foram inoculados por spread plate em placas de petri de 60 mm contendo 25 mL de meio agar
Miiller-Hinton (Kasvi). Em seguida, 14 discos contendo antibidticos (Amicacina (30 pg),
Gentamicina (10 pg), Tobramicina (10 pg), Aztreonam (30 pg), Cefepime (30 pg),
Ofloxacina (5 pg), Norfloxacina (10 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Levofloxacina (5 pg),
Lomefloxacina (10 pg), Inipenem (10 pg), Meropenem (10 pg), Piperaciclina/tazobactam
(110 pg) e Ticarciclina/acido clavulanico (85 pg) Sensidisc, DME) foram pressionados contra
as placas, de forma que os discos estivessem a 30 mm de distdncia um do outro. Apos
incubagdo a 37°C por 24 h, o didmetro dos halos de inibicdo foi medido por régua e a
classificagdo da cepa em sensivel ou resistente se deu conforme instru¢des da fabricante dos
discos e em conformidade com a classificagdo do grupo EUCAST (https://eucast.org). Em
seguida, o isolado bacteriano foi classificado conforme proposto por Magiorakos e colegas
(160). Segundo os autores, isolados bacterianos podem ser classificados quanto ao seu perfil
de resisténcia em trés grupos, além do grupo de bactérias suscetiveis a essa quimioterapia.
Bactérias resistentes a pelo menos um agente em trés categorias antimicrobianas, separadas
por suas classes de antibiotico, sdo consideradas pelos autores como multiresistentes a
antimicrobianos (do inglés, multidrug resistant, MDR). Ja aquelas resistentes a todas a opcdes
quimioterdpicas disponiveis para a espécie, com a exce¢do de no maximo duas classes de
antibiotico, sdo as extensivas ou extremamente resistentes a antimicrobianos (do inglés,
extensively drug resistant, XDR). Por fim, bactérias resistentes a todas as opg¢des
quimioterapicas disponiveis para a espécie sao as bactérias panresistentes (do inglés, pan drug

resistant, PDR).
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14.5 ANALISES GENOMICAS DO ISOLADO KPV3 DE INTERESSE MEDICO

No pipeline bacannot (https:/github.com/fmalmeida/bacannot), os /loci para
biossintese de capsula (K) e LPS (O) foram identificados com o programa Kaptive. A analise
in silico de MLST foi feita com base no esquema de MLST disponivel para a espécie

(https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). O banco de dados Virulence Factor

Database (VFDB) (144) foi consultado para a identificacdo de genes associados a viruléncia.
Genes de resisténcia a antimicrobianos foram identificados usando os programas CARD-RGI
(versao 3.0.7) (145), AMRFinderPlus (versao 3.2.1) (146) e Resfinder (versao 4.0) (147)
Sequéncias de profagos foram identificadas por meio do programa Phigaro (148). Replicons
plasmidiais foram detectados com os programas Plasmid Finder (versdo 2.1) (149) e Platon
(versdao 1.5.0) (150). A anotacdo resultante foi inspecionada manualmente no navegador de

genomas Artemis (151) e a predicdo de dominios para os genes vgrg4-like foi feita com

Cdvist (152).

14.6 GENOMICA COMPARATIVA

A identificacdo do isolado baseada em gendmica foi feita pelo servidor Type Strain
Genome Server (TYGS) (153). O programa FastANI (44) foi utilizado para o célculo de
Average nucleotide identity contra os genomas de K. pneumoniae depositados no NCBI
(acesso em abril 2021). Para os genomas com valores de ANI superiores a 99, além da cepa
KpBSB31 (154), a filogenia de genes core foi construida com o programa Parsnp (155), cuja
arvore filogenética foi visualizada com o programa ggtree (156).0 programa Grapetree (157),

contido no banco de dados BIGSdb (https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html),

foi utilizado para visualizar as relacdes filogenéticas entre os STs de K. pneumoniae, com o

parametro de Minimum Spanning Tree.


https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
https://github.com/fmalmeida/bacannot
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15 RESULTADOS E DISCUSSAO

15.1 CARACTERIZACOES FENOTIPICAS

Ensaio de coloragdao de gram e cultivo em meio MacConkey indicam que o isolado
trata-se de uma bactéria gram negativa. No ensaio de gram, as células apresentaram
morfologia variante entre cocos e bacilos. J4 na placa de meio MacConkey, as colonias
apresentaram coloragdo rosa, sendo assim fermentadoras de lactose, e aspecto mucoide. O
aspecto mucoide poderia ser pela presenca de capsula pelas bactérias, o que foi confirmado

por contrastacdo negativa das bactérias por tinta nanquim (Figura 39).

.

Figura 39. Caracterizacdo morfologica inicial do isolado V3. A- micrografia de ensaio
de gram, B- cultura em meio MacConkey. C- Micrografia de contrastacdo negativa do
isolado V3 por tinta nanquim. Setas negras em C apontam para diferentes células
bacterianas.

A triagem bioquimica da bactéria em meio Rugai com Lisina apresentou os

resultados dispostos na tabela 5.

Tabela 5. Resultado de triagem bioquimica do isolado V3 em meio Rugai com Lisina apds 24
h de incubagdo a 25°C.,

IND LTD SAC GAS GLI H,S LIS MOT URE

- - + + + - - + -
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Onde IND representa produgdo de Indol, LTD desaminagdo de triptofano, SAC fermentacao
de sacarose, GAS produgdo de gés, GLI fermentagdo de glicose, H.S produgdo de géas
sulfidrico, LIS descarboxilacdo de lisina, MOT presenca de motilidade, URE hidrolise de
ureia, + presenga, - auséncia.

De acordo com o resultado da triagem bioquimica, o microrganismo pode ser
classificado como Enterobacter sp. No entanto, a bula do fabricante indica que essa triagem ¢
capaz de identificar, de forma presuntiva, bactérias de interesse médico. O resultado de PCR
para fragmento do gene rRNA 16S aponta para o isolado como pertencente ao género

Klebsiella e os resultados de analises genOmicas apontam para a identificagdo da espécie

como K. pneumoniae.

15.2 ANTIBIOGRAMA

Ja& no ensaio de antibiograma, a cepa KpV3 se mostrou sensivel a classe dos
aminoglicosideos, e resistente para os demais antibioticos testados (tabela 6). Assim,
considerando ainda a divisdo de classes de antibacterianos descrita por Magiorakos e colegas
(157), o isolado KpV3 se mostra resistente as classes de penicilinas associadas a inibidores de
beta-lactamase, cefalosporinas, carbapenems, monobactamicos e quinolonas, sendo assim um

1solado MDR.

Tabela 6: Resultados de antibiograma para KpV3.

Aminoglicosideos monobactam Cefalosporinas Quinolonas Carbapenemas
AMI GEN TOB ATM CPM OFX NOR CIP LEV LOM IPM MER PIT
+ + + - - - - - - - - - -

Onde "+" denota suscetibilidade e "-" denota resisténcia.

Testes de antibiograma nao sao suficientes por si s6 para a demonstragdo de resisténcia
a carbapenems. Como ensaio laboratorial, € necessario o teste de sinergia com disco duplo, no
qual um disco ¢ embebido com um inibidor de beta-lactamase de espectro extendido (ESBL),
como acido clavulanico e um segundo disco ¢ colocado proximo a esse, embebido com uma
cefalosporina, em uma placa de meio Miiller-Hinton. Para esse teste, caso o halo de inibi¢do

de crescimento bacteriano cres¢a na regido entre esses dois discos, ¢ indicativo que a suposta
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resisténcia a carbapenems se deve a ESBL, em vez de uma carbapenemase (161). No entanto,
achados genomicos discutidos adiante permitem a classificagdo do isolado como resistente a

carbapenems.

15.3 TIPAGEM MOLECULAR E GENES DE VIRULENCIA

No que diz respeito a tipagem molecular do isolado, esse teve seus /oci de biossintese
capsular e de antigeno O classificados como KL45 e Ol1, respectivamente pelo programa
Kaptive. O sorotipo Ol estd relacionado a maior resisténcia a elementos do sistema
complemento do soro, bem como a disseminacdo de cepas bacterianas pela circulacio
sanguinea. Esse ultimo fendmeno contribui para a formagdo de abcessos piogénicos no
figado, bem como a maior letalidade em modelos murinos de infec¢do (162). Esse sorotipo
também estd mais associado as linhagens hipervirulentas de K. pneumoniae, em conjunto com
o sorotipo O2, do que os demais sorotipos (88). Em contraste, o locus capsular KL45 nao
possui até o momento registros quanto a sua importancia como um fator de viruléncia para a
espécie. Para a tipagem MLST de K. pneumoniae, sao comparadas as sequéncias dos alelos
para os genes gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB e tonB de um dado isolado com o banco de
sequéncias BIGsdb (https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). Mediante a

analise in silico, os alelos dos genes gap4d e pgi do isolado V3 ndo encontraram
correspondéncia no banco de dados, o que caracteriza o isolado como uma nova linhagem tipo
(ST). Dessa forma, a linhagem KpV3 teve seu genoma depositado no referido banco de dados
e a ele foi atribuido o ST 5236.

Em relagdo aos fatores de viruléncia, além do /ocus capsular j& identificado pelo
programa Kaptive, a busca no banco de dados VFDB permitiu a identificagdo dos loci
completos para biossintese de enterobactina, fimbrias tipo 1 e tipo 3, como esperado. Além
disso, foram detectados os genes acrd e acrB, os quais codificam uma bomba de efluxo
heterodimérica, a qual possibilita a expulsdo de peptideos antimicrobianos do hospedeiro para
fora da célula bacteriana (163). Curiosamente, foram encontrados todos os genes estruturais
para a producao de T6SS, com excegao do gene de ATPase tss4. Inspecao manual do genoma
pelo navegador Artemis indica a presenca de trés possiveis genes de toxinas efetoras para o
T6SS, esses chamados de vgrGs. Storey e colaboradores (123) mostram que a diversidade nos

loci génicos para T6SS independe das distancias filogenéticas de linhagens de K. pneumoniae,


https://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
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0 que para os autores ¢ indicativo de recombinagdes frequentes para essas regides. Um evento
de recombina¢ao ou falha na anotagdo do genoma podem ser responsaveis pela nao-detecgao
da ATPase responsavel pela secrecdo no sistema, bem como dos genes de regulagdo da
expressao do sistema. Eles também caracterizaram a toxina vgrg4, a qual codificava um
dominio descrito até entdo como DUF2345 (do inglés, domain of unknown function). No
artigo, os autores mostram que o DUF2345 da proteina Vgrgd era responsavel por
citotoxicidade em outras linhagens de Klebsiella, bem como em fungos (Saccharomyces
cerevisiae ¢ Candida albicans), além da lagarta modelo Galleria mellonela ao causar estresse
oxidativo nestas células. A predicdo de dominios proteicos codificados nos genes vgrg do
isolado KpV3 mostra que esses possuem o DUF2345 (figura 40), o que poderia ter ajudado a

bactéria a competir no ambiente aquatico onde ela foi isolada ou em algum contexto pretérito.

Dvist | Download JSON | HHsearch Prob. >60%

8M:(:3219712.1 - 1897437: 1899923 MW: 91107.8364 Phage_GPD thagtbaseja T6SS_Vgr H DUF2345 MG1

9

e L _! Phage_GPD thage,base,vg T6SS_Var H DUF2345 HDUanuei.
grt

VgrG - 2249544 2251811 MW: 83462.125 VgrG3 q Phage_GPD HPhagefbase)lx T65S_vgr H DUF2345 ’

100 aa

Figura 40. Predicdo de dominios proteicos codificados a partir dos genes vgrg de KpV3 no
programa CDvist. Os dominios relativos a bacteriéfagos ocorrem pois ha semelhanca estrutural
entre proteinas do bacteri6fago para injecdo de seu genoma em bactérias e o sistema de
secrecao tipo 6. O dominio DUF2345 corresponde ao dominio de citotoxicidade das proteinas
codificadas.

Também foi identificado o gene iroE, componente do grupo de genes de biossintese de
salmoquelina, no entanto, os demais genes do grupo ndo foram identificados. Desta forma,
ndo foram identificados no isolado kpV3 genes para a produgdao de hipercapsula,
hipermucoviscosidade ou producao de sider6foros acessorios, além de iroE, o que indica que
o isolado kpV3 nao possui hiperviruléncia. Apesar do resultado positivo para motilidade para
a cepa no ensaio bioquimico, ndo foi possivel a identificacdo de genes relacionados a
motilidade, tais como genes associados a biossintese de flagelo. Nesse aspecto, sdo

necessarios mais estudos para validar a suposta presenga de motilidade na cepa e quais os
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mecanismos pelos quais a cepa apresenta esse fendtipo, tais como o isolamento da maquinaria
de locomogdo da bactéria e sua identificagdo por métodos como a protedmica. Carabarin-
Lima e colegas (164) reportam um isolado supostamente de K. pneumoniae com motilidade e
presenca de genes flagelares, como fliC, flid e fliH. No entanto, a identificagdo deste isolado
se deu por meio de sequenciamento dos genes 16 rRNA e rpoB apenas, o que estd aquém dos

métodos atuais para identificagdo em nivel de espécie para o género Klebsiella.

15.4 GENES DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E ELEMENTOS GENICOS
MOVEIS

Ja em relagdo a genes de resisténcia, foram detectados os genes KdeA, emrD, ogxAB e
acrAB, todos os quais codificam bombas de efluxo. KdeA estd ligada a resisténcia por
cloranfenicol e norfloxacina (163). J4 a bomba de efluxo oqxAB estd ligada a resisténcia a
antimicrobianos das classes quinoxalinas, quinolonas, nitrofuranos, bem como a detergentes
(166). EmrD esta relacionada a resisténcia a tetraciclinas e cloranfenicol (167). Por fim,
acrAB esta relacionada a resisténcia a fluroquinolonas e ¢ mais frequentemente expressa em
bactérias MDR (166). Também foram encontradas mutagdes nos genes de porina ompk35 e
ompk36, os quais assim contribuem para resisténcia a beta-lactdmicos (Fajardo-Lubian et al,
2019) (167), bem como no gene acrR, o qual € repressor transcricional dos genes acrAB.

(tabela 7)

Tabela 7.Tabela de mutagdes pontuais derivada da analise do programa Resfinder

Nucleotide Amino acid
Mutation change change Resistance PMID
acrR p.P161R CCG > CGG P->R  fluoroquinolone 12936981
acrR p.G164A GGC > GCC G->A  fluoroquinolone 12936981
acrR p.F172S TTC > TCC F->S fluoroquinolone 12936981
acrR p.R173G CGA -> GGG R->G  fluoroquinolone 12936981
acrR p.L195V CTC > GTC L->V  fluoroquinolone 12936981
acrR p.F1971 TTT -> ATT F->1 fluoroquinolone 12936981
acrR p.K20IM AAG > ATG K->M  fluoroquinolone 12936981
ompK36 p.N49S  AAC ->AGC N->S cephalosporins 25245001
ompK36 p.L59V  CTT -> GTA L>V cephalosporins 25245001
ompK36 p.L191S  CTG -> AGC L->S cephalosporins 25245001
ompK36 p.F207W  TTC > TGG F->W  cephalosporins 25245001
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ompK36 p.A217S  GCT ->TCT A->S carbapenem 25245001
ompK36 p.N218H AAC ->CAC N->H carbapenem 25245001
ompK36 p.D224E  GAT -> GAG D->E cephalosporins 25245001
ompK36 p.L228V  CTG -> GTT L>V cephalosporins 25245001
ompK36 p.E232R  GAA -> CGT E->R cephalosporins 25245001

ompK37 p.I70M ATT -> ATG [>M carbapenem 22282462
ompK37 p.I128M  ATT -> ATG [>M carbapenem 22282462
ompK37 p.N230G AAC > GGC N->G carbapenem 22282462

Mutagdes e nos genes acrR, ompK36 ¢ ompk47 contribuem para fenotipo de
resisténcia a antimicrobianos.

Também foram encontrados os genes fos4, de resisténcia a fosfomicina, além dos
genes de resisténcia a metais pesados fieF' (ferro) e arsC (arsénico). Em destaque, foi
detectado no cromossomo bacteriano o gene CTX-M-15 e, no contig 7, o gene KPC-2, uma
ESBL e uma carbapenemase respectivamente, além da beta-lactamase SHV-121.

Mediante o uso do programa Phigaro, foram encontradas quatro sequéncias de
profagos ndo-transponiveis, todas no cromossomo bacteriano. As sequéncias correspondem
aos intervalos 227917-257232, 1861260-1904084, 2649108-2692722 e 4695694-4734428, as
duas primeiras pertencendo a familia viral Siphoviridae e as duas ultimas a familia
Myoviridae. Ambas as familias virais sdo comumente associadas a microbiotas intestinais de
mamiferos e também a amostras aquaticas poluidas com material fecal (168). Assim sendo, ¢
ao menos plausivel que, em algum momento de sua ancestralidade, a linhagem da qual
decorre o isolado KpV3 esteve em contato com componentes da microbiota intestinal
humana. Além disso, o gene CTX-M-15 se encontra a uma distancia gendmica relativamente
curta (3,3 kb) da sequéncia de profago de Siphovirus de extensdo 2649108-2692722, o que
pode estar relacionado a aquisicdo desse gene de resisténcia por transdugao.

Ja em relagdo a estrutura do genoma, foram obtidos 7 contigs ao final da montagem, o
que ¢ indicativo de que ha 6 elementos extracromossomais no genoma do isolado Kpv3. O
programa plasmidfinder detectou apenas dois grupos de incompatibilidade, ColRNAI e IncU,

relativos aos contigs 6 e 7, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados de identificacdo de plasmideos a partir do programa Plasmidfinder.

Query.
Template- Posicdo no  Numero de
Banco de dados Plasmideos Identidade Comprimento Contig contig acesso

enterobacteriaceae ColRNAI 100 130/130 contig 6 segme 9096..9225 DQ298019
nt0



120

contig_6:1.0-
9263.0
contig_7 segme
nt0
contig_7:1.0-
enterobacteriaceae IncU 98.94 565/565 17402.0 14604..15167 DQ401103

O contig 4 ¢ composto inteiramente pela repeticdo oito vezes da sequéncia:
(AGGTATCAACTGTTACTGTCACGTCTGCATCTGCAACATCCACGTTACCTTGTGGA
TCGACTGCTTCTGCATGGATCGCTACAGGGCCTTCGCCTGTGACAGGAATCGCTGC
TGTGATGAAGCCGTTAGTAAGGTCAGCTGCTGTCACGGTGTAGTTAGTACCGTTCA
CATTCACCACTGTGCCGTCGATTGCATCTGGTCCCAACGCCACTTGTGCATTGAAG
GTACCGTCTGTGCCTAGCTCGTCTGCATTTAAGATACCGTCGCCATTTAAGTCTTCA
GGAATCGTGATCGCACCGATCAGGTCTGCAGGTA), sendo, portanto, um artefato de
montagem. Experimentos in vifro sdao necessarios para a enumeracao exata dos plasmideos
para o isolado, tais como a eletroforese em gel de campo pulsado (do inglés, pulsed field gel
electrophoresis, PFGE). Ademais, os dados listados at¢ o momento em relacdo a genes de

viruléncia e resisténcia a antimicrobianos se encontram na tabela 9.

Tabela 9: Sumario das caracteristicas genéticas do isolado KpV3 que contribuem para os
fenotipos de resisténcia a antimicrobianos e viruléncia

Isolado KpV3

Sequéncia Tipo 5236

Genes de resisténcia a antibidticos:

Beta-lactamicos: blaCTX-M-15, blaSHV-121, blaKPC-2
(Fluoro) quinolonas ogxA, ogxB

Fosfomicina fosA

Bombas de efluxo emrD, kdeA, acrA, acrB

Genes de resisténcia a metais pesados
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Estresse férrico fieF
Arsénico arsC

Genes de viruléncia

Fimbrias tipo 1 fimABCDEFGHIK

Fimbrias tipo 3 mrkABCDFHIJ

Sistema de Secrecio tipo 6 tssBCDFGHIJKIM, tlil, tlel
Sideroforo Enterobactina entABCEF, fepABCDG, fes, ybdA
Sideréforo Salmoquelina iroE

Grupos de incompatibilidade plasmidial ColRNAI IncU
Sequéncias de Profagos 5

Numero de acesso no banco Genbank SAMNI19730657

Ao se observar os contigs no navegador gendomico Artemis, a maioria dos contigs
extracromossomais apresentou uma identidade e cobertura continua de suas sequéncias com
sequéncias depositadas no genbank (figura 41). No entanto, o contig 7 possui sua cobertura
muito fragmentada em relacdo a um de seus melhores Aits no Genbank, o que indica que a
regido correspondente ao contig 7 no genoma do isolado KpV3 ¢ suscetivel a eventos de

transposicao (figura 42).
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Figura 41. Representacdo grafica no navegador genomico Artemis de
identidade entre contig 3 do genoma de KpV3 e seu melhor hit em nBLAST. O

\ hit em questdo é Klebsiella pneumoniae strain INF116-sc-2279924 plasmid
unnamedZ2, nimero de acesso em Genbank CP031794.1.
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Figura 42. Representacdo grafica em navegador genomico Artemis entre o contig 7
do genoma de KpV3 (acima) e um de seus melhores hits em nBLAST. O hit em
questdo é Escherichia coli strain E02162 plasmid pE02162_KPC, numero de acesso
em Genbank MK370991.1.



123

Além disso, alguns genes do plasmideo alinhado com o contig 7 estdo anotados como

genes de transposase e ocorrem multiplas vezes (Figura 43).
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Figura 43. Representacdo grafica em navegador gendmico Artemis que da destaque a
ocorréncia multipla de hits entre o contig 7 de Kpv3 e o plasmideo de E.coli MK370991.1.
As barras amarelas delimitam um exemplo, onde um gene de transposase do hit de nBLAST
tem alta similaridade com trés regides do contig 7 de KpV3.

O gene KPC-2 se encontra no contig 7 e, ao redor dele, estdo outros genes
conservados nesse alinhamento, os quais sdo uma versao truncada da sequéncia de insercao
ISKpn6, uma resolvase Tn3 e uma segunda sequéncia de inser¢do, IS26. Ramos e colegas
(169) descrevem o genoma de um isolado, chamado Kp13, o qual foi responsavel por um
surto de infecgdes em uma unidade de terapia intensiva em londrina. O isolado possuia um
plasmideo do grupo IncU, o qual também possuia o gene KPC-2 e os genes circundantes
descritos acima. No entanto, o sucesso de infec¢des do isolado Kp13 também se deu por conta
de outros fatores ausentes no isolado Kpv3, como o grupo de genes necessario para a
biossintese de yersiniabactina e genes de 16S rRNA metiltransferases. Um plasmideo com
KPC-2 e do grupo /ncU também foi encontrado em um isolado de Pseudomonas aeruginosa

oriunda de um paciente de Santa Catarina (170). Ainda como Yang e colaboradores (173)



124

discutem, o transposon mais associado a genes de KPC para K. pneumoniae ¢ o transposon
Tn4401, o qual possui 10 kb e inclui, além do gene de carbapenemase, um gene de
transposase tnpA, um gene de resolvase tmpR e duas sequéncias de insercdo, ISKpn6 e
ISKpn7. Existem ainda transposons cuja estrutura ¢ derivada de Tn4401, os quais sdo
chamados de NTEKPCs (do inglés, Non-Tn4401-Elements) (171, 172). Entre os NTEKPCs
existem grupos de I-III, porém todos compartilham ao menos uma por¢do truncada da
ISKpno6, além de um gene KPC. O grupo NTEKPC-III possui um gene tnpR de sequéncia
distinta das demais, NTEKPC-II possuem ao menos uma versao truncada do gene tem ¢ os
demais transposons sdo incluidos no grupo NTEKPC-I (174). Ao se comparar a estrutura do
transposon do contig 7 com dos NTEKPCs, esse estaria dentro de NTEKPC-I. No entanto,
existem diferencas estruturais entre o transposon aqui detectado e os demais. Todos os
NTEKPC-I descritos possuem a sequéncia de inser¢ao ISKpn8 (também anotada como 1S481-
like), exceto NTEKPC-Ic. NTEKPC-Ic também ndo possui a sequéncia de inser¢do 1S26, ao
contrario do transposon aqui referido. Portanto, o transposon do contig 7 configura uma
potencial nova variante estrutural dentro de NTEKPC-I (figura 44). A presenca de diferentes
sequéncias de inserc¢ao entre os transposons pode se dar por eventos de recombinagao ou, ao
se associarem a um transposon com um gene passageiro, oferecerem menor custo adaptativo

ao hospedeiro (134, 172).
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Figura 44. Composicdo génica de NTEKPCs encontrados no isolado KpV3 e demais
transposons do tipo na literatura. O transposon de KpV3 ndo possui o gene de transposase
[S481-like, como a maioria dos demais. A Orientacdo da sequéncia de insercao IS26 esta
oposta a dos demais, e também ha a presenca do gene hipotético colorido na figura de cor
marrom, o qual é um gene de transposase. A combinagdo desses fatores tornam o transposon de
KpV3 uma variante nova de NTEKPC.

15.5 GENOMICA COMPARATIVA

Em relagdo a comparacdes de demais caracteristicas do genoma de KpV3 com outros
isolados da espécie, outras observagdes interessantes acontecem. Primeiro ao se considerar as
relagdes filogenéticas entre linhagens tipo no site BIGSdb, a ST 5236 nao possui relacdo
filogenética proxima com as STs 11, 14 e 258, as quais estdo mais associadas a linhagens de

relevancia médica. Ao invés disso, as STs mais proximas sao 874,1041, 1072 e 1128, com ST
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515 como fundadora. Ainda que essas sejam as linhagens mais proximas, o ramo da ST 5236
ainda ¢ relativamente distante das STs mais préximas, o que pode ser um indicio de que

podem existir linhagens nao-descritas mais proximas a ST 5236 (Figura 45).
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Figura 45. Arvore de STs para a espécie K.pneumoniae obtida a partir do banco de dados
BIGSdb. A ST 5236, circulada em amarelo e representante de KpV3, ¢ filogeneticamente
distante das STs 11, 14 e 256, circuladas em vermelho e comumente associadas a linhagens
epidémicas de K.pneumoniae. Linhagens filogeneticamente proximas a ST 5236 também estdo
circuladas em vermelho.
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J& ao se reconstruir a filogenia proxima de KpV3 usando genomas de K. pneumoniae
do Genbank com valores de ANI>99%, observa-se que a linhagem Kpv3 ocupa um ramo
unico na arvore filogenética, o que reforca o achado de que se trata de uma linhagem nova da
espécie (figura 46). Também foi incluida na filogenia o genoma da linhagem KpBSB31. Essa
linhagem foi obtida anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (156), a partir de um caso de
septicemia em um paciente idoso no Hospital Universitario de Brasilia (HUB). A linhagem,
referida no artigo como BSB-A, possuia fen6tipo de hiperviruléncia e de resisténcia extensiva
a antibioticos (XDR). Embora essa linhagem tenha sido isolada a partir de um local
relativamente proximo ao de Kpv3, essas linhagens se encontram filogeneticamente distantes.
Também nota-se que a maior parte dos genomas comparados tenha vindo de linhagens
hospitalares, o que dificulta a compreensao de como linhagens de relevancia médica podem
estar se disseminando no meio ambiente. Danko e colegas (173) buscaram caracterizar quais
sd0 os microbiomas associados aos ambientes urbanos. Para tal, eles coletaram e analisaram
mais de 4000 amostras de metagenoma obtidos a partir de 60 cidades. Ainda com essa
quantidade de amostras, as curvas de rarefacdo de espécies e de genes de resisténcia a
antibidticos ndo chegaram a uma saturacao. Dessa forma, fica evidente como hé diversidade
microbiana a ser estudada mesmo nos ambientes mais proximos a nds, particularmente a se
considerar os eventos de selecdo e mobilizacio de genes relacionados a resisténcia a

antimicrobianos.
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Figura 46. Filogenia de genomas de K. pneumoniae com valores de ANI>99% em relagdo a
Kpv3 depositados em Genbank. A linhagem KpV3 encontra-se em um ramo unico. A
ocorréncia de linhagens hospitalares nessa filogenia é consideravelmente maior que de
linhagens de origem ambiental.
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Apesar das linhagens KpV3 e KpBSB31 ndo apresentarem relagdes filogenéticas
préoximas, o alinhamento entre seus contigs mostra que sequéncias do contig 6 do isolado
KpV3 sdo encontradas de forma virtualmente idéntica no isolado KpBSB31 (Figura 42). O
replicon associado a esse contig, ColRNAI, ja foi associado a presenca de genes KPC e
transposons Tn4401 e NTEKPCs (173), embora no isolado KpV3, esses elementos estejam

em outro plasmideo (Figura 47).

] contig_7_segmentO

contig_3_segment0

contig_2_segmen’t’f)-

Query Node Percent Alignment  Query
name name identity length cover

. 18 contig_2_segmentO- 92,47% 797 0,74%
. 18 contig_2_segmentO- 91,77% 790 0,73%
. 18 contig_2_segmentO- 90,74% 788 0,73%
37 contig_7_segmentO+ 100,00% 2.070 7.94%
59 contig_6_segmentO+ 99,78% 7.296 78,49%
contig_4_segmentO 59 contig_6_segmentO+ 99,85% 2.000 21,51%

Figura 47. Indices de similaridade e cobertura entre contigs do genoma de Kpv3 e de
KpBSB31. O contig 6 da linhagem KpV3 possui correspondéncia praticamente integral em
contigs da linhagem hospitalar KpBSB31. A semelhanca no contig 7 de KpV3 com a
linhagem hospitalar se deve a elementos comuns entre seus transposons NTEKPC.

Esse achado ¢ importante, ao que se pode levar a hipotese de que ha um fluxo de
genes de relevancia médica entre hospitais do DF e o lago Paranod. Outros trabalhos na
literatura j4 foram capazes de demonstrar a dissemina¢do de genes de resisténcia a
antimicrobianos em corpos hidricos por conta de fontes hospitalares (174—176). No entanto,
sd0 necessarias algumas consideracdes. Para se validar essa hipotese, seria necessario um
trabalho mais abrangente de vigilancia epidemiologica, ao se analisarem ao menos mais
isolados ou genomas oriundos do lago Paranod, para a detec¢do de genes em comum com
isolados hospitalares. Dentre as técnicas para essa detec¢do, PCR quantitativo (QPCR) ¢ a

melhor para quantificacdo de um dado gene de resisténcia e elementos génicos moveis
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associados, mas ¢ uma busca dirigida contra um ou poucos alvos previamente conhecidos. A
metagendmica ¢ a melhor técnica no que diz respeito a deteccdo de diversidade génica
associada a resisténcia a antimicrobianos, mas a anotagdo dos genes ¢ limitada aqueles ja
caracterizados em bancos de dados. E a metagendmica funcional, onde fragmentos de
genomas sdo clonados em plasmideos e expressos em linhagens bacterianas laboratoriais,
como E. coli, permitem a descoberta de novos genes associados a um dado fenotipo, mas
pode ser uma metodologia muito laborosa. Ainda € possivel se quantificar qual a proporc¢ao de
isolados bacterianos cultivaveis de um ambiente que sdo resistentes a um antimicrobiano em
relacdo aos sensiveis (93, 178). A quantificagdo de antimicrobianos e metais pesados sendo
introduzidos no Lago Paranoa também ¢é importante, uma vez que esses podem estar
selecionando/co-selecionando genes de resisténcia (96), embora Karkman e colaboradores
(179) argumentam que a poluicao fecal em um ambiente aquatico € fator suficiente para
explicar a diversidade de genes de resisténcia no ambiente, sendo esses selecionados em
locais anteriores ao do despejo. Ainda que a prevaléncia de bactérias produtoras de genes de
resisténcia seja baixa em um dado hospital, o encanamento desse pode ser um reservatorio e
dispersor importante dessas bactérias, assim também sendo um local interessante para
monitoramentos futuros de resisténcia a antimicrobianos (181). Ekwanzela e colegas (177)
mostram ainda que K. pneumoniae podem estar mais associadas a um sedimento aquatico do
que na coluna d’agua, o que indica que pode haver uma distribuicdo espacial discreta entre
diferentes aspectos de um corpo aquético.

Apesar dessas consideracdes e do impacto que a resisténcia a antimicrobianos tem nas
hospitalizagdes e Obitos por infecgdes bacterianas, ainda ndo se sabe como a presenga de
genes de resisténcia no meio ambiente impacta os desfechos hospitalares. Isso €, ndo se sabe
quais sao os taxons microbianos responsaveis pelo armazenamento de genes de resisténcia no
meio ambiente ou como a introdugdo de antibidticos afeta as comunidades microbianas de
forma a essas se tornarem um risco maior a saide humana. No entanto, critérios como
abundancia de um dado gene em um ambiente, associagdo com elementos génicos moveis e
membros do grupo ESKAPEE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e
Escherichia coli) tem sido apontados como variaveis de risco (171). Ao se comparar genomas
depositados no NCBI de K. pneumoniae com de outras espécies do grupo ESKAPEE, estas
possuem a tendéncia a conter mais genes de resisténcia e plasmideos, bem como genomas
maiores. Esta espécie possui ainda a capacidade de colonizar diferentes nichos ecoldgicos,

entre nichos ambientais, microbiotas de animais ¢ humanos. Assim, essa espécie pode ser
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considerada como um eixo de acumulagdo e transmissdo de genes de resisténcia entre esses
nichos, o que pode facilitar a transmissdo de genes entre bactérias ambientais e aquelas mais
restritas a microbiotas intestinais (180) (Figura 48). Dadas estas caracteristicas de aquisi¢ao
de genes de resisténcia a antimicrobianos e colonizagdo de nichos diversos, K. pneumoniae ja
foi proposta como um indicador de polui¢do ambiental relativa a resisténcia a antimicrobianos
(93). De todo modo, a presenga de patdgenos oportunistas em um ambiente de usofruto da
populagdo possibilita a colonizacdo, ainda que assintomatica, dessas bactérias em
hospedeiros, o que pode levar a disseminagdo desses na comunidade. Um estudo de caso-
controle na Noruega (181) aponta o nado recreativo como um fator de risco para a aquisi¢cao
de E. coli ou K. pneumoniae portadoras de ESBLs. No entanto, a literatura ainda ¢ muito
limitada quanto ao risco que exposigdes ambientais podem ter na aquisicdo de bactérias

resistentes a antimicrobianos.

K. pneumoniae strains
acquire AMR genes and

(07 ©q plasmids in all niches,
K. pneumoniae which they can carry between
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Figura 48. Dispercao de genes por K. pneumoniae entre diferentes biotas. Por conta de sua
capacidade de colonizar solo, dgua e intestinos de animais, K. pneumoniae poderia transitar
entre estes ambientes e transportar genes, particularmente em plasmideos, para bactérias
restritas a esses ambientes. Retirado de Wyres e Holt, 2018.

No Brasil, ainda s3o relativamente poucos os trabalhos envolvendo saude tinica no
contexto de resisténcia a antimicrobianos. Oliveira e colegas (184) descrevem uma linhagem
de K. pneumoniae produtora de KPC-2 do grupo ST 11 isolada a partir de rios no estado de
Sdo Paulo. Dropa e colegas (185) detectaram linhagens a época novas de K. pneumoniae
produtoras de ESBL a partir de amostras de esgoto. Cepas de K. pneumoniae produtoras de

carbapenemases foram detectadas ainda em 4guas recreacionais marinhas no estado do Rio de
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Janeiro (197-199) e enterobactérias resistentes a carbapenémicos foram encontradas na baia

de Santos (189). O site http.//onehealthbr.com/ registra genomas de bactérias de relevancia

médica, cujas linhagens foram isoladas dentro e fora de ambientes hospitalares. Embora
existam contribui¢des de 10 estados e ambientes extra-hospitalares, a maior parte dos
registros se da a partir de linhagens hospitalares no estado de Sao Paulo.

Curiosamente, uma associacdo com o numero de infecgdes cujas bactérias sao
resistentes a antimicrobianos tem sido feita com a temperatura de um dado local. Mcfadden e
colaboradores (188) observam que o numero de infec¢des causadas por E. coli, K.
pneumoniae € S. aureus em hospitais aumenta nos Estados Unidos conforme as temperaturas
minimas das cidades aumentam. Anderson e colegas (191) mostram que em hospitais dos
Estados Unidos, Franca, Australia e Taiwan, o nimero de sepses causadas por K. pneumoniae
aumenta conforme a temperatura aumenta nas estacoes. Rodriguez-Verdugo e colaboradores
(192) listam convergéncias fisiologicas e genéticas em bactérias em face de estresses por
antimicrobianos e por temperatura. Os autores citam, por exemplo, os aminoglicosideos, que
promovem a formagdo de proteinas com dobramento diferente do funcional, ao interferir no
reconhecimento de cddon-anticodon da traducdo. Dessa forma, proteinas do sistema de
resposta a proteinas mal dobradas (enoveladas) sdo ativadas, com expressdo regulada
positivamente de chaperonas como DnaK e GroEL. A regulagdo positiva dessas chaperonas
também ocorre em estresse térmico em bactérias, uma vez que estresses térmicos também
promovem o dobramento inadequado ou desnaturagdo de proteinas. Ainda segundo os autores,
linhagens de E. coli submetidas a evolucdo in vitro desenvolvem, ao longo de geracdes
submetidas a estresse térmico, resisténcia a antimicrobianos. Collignon e colegas (193)
apontam ainda para fatores socioecondmicos que podem influenciar na disseminagdo da
resisténcia a antimicrobianos. Os autores citam que pouca infraestrutura, como acesso a redes
de esgoto e dgua limpa e baixos gastos com saude e educacdo por parte dos governos siao
correlacionados com paises que apresentam maiores nimeros de infecgdes causadas por
bactérias resistentes a antibacterianos. Os autores encontram ainda uma correlagdo entre
aumento de temperatura e ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos, embora eles discutam
que ndo € possivel afirmar se essa correlagdo ocorre por aproximagao a outros fatores (como
coincidir com paises com baixo gasto em saude) ou se ¢ uma correlagdo direta.

Essa discussdo acerca da associagdo entre resisténcia e temperatura se torna
importante ao se considerar as mudangas no uso do Lago Paranoa pela populagdo do Distrito
Federal. Desde a segunda comissdo Cruls, ainda no século 19, o botanico Francois Glaziou

concebia a ideia de um lago artificial para o que seria na época a nova capital do pais. Desde
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seu represamento, o lago tinha como funcdo social servir como ornamentagdo a cidade e
ponto recreativo para a populacdo, com o presidente Jucelino Kubitschek afirmando que o
lago seria a “moldura liquida da cidade”. No entanto, a partir da crise hidrica de 2017, uma
das medidas adotadas pelo governo distrital em resposta foi a implementacao de sistemas de

captacdo de agua a partir do Lago Paranod, inclusive para auxiliar no provimento de agua

potavel a populagdo (https://www.arquivopublico.df.gov.br/lago-paranoa/). Embora existam
sistemas de tratamento ajusantes a coleta de agua do lago, ¢ preocupante que, na possibilidade
do lago ser um potencial reservatorio de genes de resisténcia a antimicrobianos, esse sistema
contribua para a disseminacdo desses. Projecdes de aumento da temperatura do painel
intergovernamental de mudangas climaticas (do inglés, Intergovernmental Panel on Climate
Change, IPCC) apontam para o aumento de temperatura e de duracdo da estagdo seca, bem
como para decréscimo no volume de precipitagdes chuvosas para o dominio morfoclimatico
do Cerrado, no qual o DF estd localizado (194). Assim, ¢ necessario considerar ainda a
hipdtese de que mudangas socioecondmicas que levem ao reuso de agua, por conta de
alteracdes climaticas(206), podem contribuir para a dissemina¢do de bactérias resistentes a

antimicrobianos.

16 CONCLUSOES DO CAPITULO 2

A busca por uma economia sustentavel de produtos para o ser humano ¢ um passo
importante rumo ao desenvolvimento sustentdvel. No entanto, ¢ preciso também ndo tornar
ciclico o contato com poluentes nas sociedades humanas. Embora o isolado KpV3 ndo possua
fatores genéticos para possuir o fenotipo de hiperviruléncia, essa possui, genes relativos a
viruléncia classica para a espécie, como genes para biossintese capsula, fimbrias e biossintese
de enterobactina e em nivel genotipico e fenotipico, a multiresisténcia a antimicrobianos,
incluindo carbapenems de ultimo resurso.

O isolado KpV3 ¢ correspondente a uma nova linhagem para a espécie e andlises
filogenéticas indicam que a propor¢ao de linhagens ambientais de K. pneumoniae com
genomas disponiveis em banco Genbank ¢ bem menor que de linhagens hospitalares,
tornando estudos destas linhagens necessdrios para a compreensdo de resisténcia a

antimicrobianos como um problema de saude Unica.
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A montagem do genoma da linhagem KpV3 por leituras longas permitiu a
identificacdo de uma nova variedade de transposon do tipo NTEKPC para a locomog¢ao do
gene de carbapenemase blaKPC.

Também ¢ de preocupagdo o achado de uma sequéncia extracromossomal ser
virtualmente idéntica entre o isolado KpV3 do lago Paranod com um isolado de origem
hospitalar. No entanto, sdo necessarios mais estudos para se avaliar qual a extensdo deste
suposto fluxo de genes entre hospitais e o lago Paranoa, bem como qual seria a extensao da
presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos no lago. Os dados do capitulo 2 foram

aceitos para publicacdo em sintese (Apéndice A)
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Antimicroblal rasistance (AMA) is an increasing and urgent issue for human health
worldwide, as it leads 1o the reduction of avallabla antiblotics to treat bacterial infections,
In tumn increasing hospital stays and lethality. Therafore, the study and genomic
survedlance of bacteral carrers of resistance in and outsida of clinical sattings ks of
utter importance. A colony of multidrug resistant (MDR) bacteria identified as Mlebsializ
spp., by 165 rDMA amplicon sequancing, has beoan iolated from an urban lake
in Brazil, during a drug-degrading bacteral prospaction. Genomic analses revealed
the bacterda as Kisbskalls pneumoniae specles. Furthermora, the in sifco Multilocus
Saquence Typing (MLST) Idantifiad the genome as a new saquence type, STS236.
The search for antimicroblal resistance genes (ARGS) detacted the prasence of genes
against beta-actams, fosformycin, acrifiaving and effius pumps, as weall as ganas for
haawy metal resistanca. Of particular note, an extended-spectrum bata-lctamase gena
(HaCTx-A-15) has bean detectad in closa proximity to siohowridae ganes, while a
carbapenamase gena (KPC-2) has been found in an extrachromosomal contlg, within
a novel non-Tn4401 ganetic elamant (NTExpc). An axtrachromosomal contly found
in tha V3 isolate is identical to a contiy of a K. pneumonae solate from a nearby
hospital, which indicates a putative gene flow from the hospital network into Paranod
laka. The discovery of a MDR Isolate in this lake |8 worrsome, as the region has
recently undergone periods of water scarcity causing the lake, which receives treated
wastawater efffiuent, and k= akeady used for recreational purposes, 1o De used as
an environmental buffar for drinking water reuse. Altogather, our results indicate am
underepresentation of anvironmeantal £ preumoniae among avallable ganomes, which
may hamper the understanding of the population dynamics of the specles In the
environment and its consaquencas in tha spread of ARGs and virulenca genes.
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INTRODUCTION

The Waorld Health Organization [(WHO) recognizes
antimicrobial resistance [AME) as an uwrgent global issue
with impending increases in mortality rates, hospitalization
length and cross-contamination risks, as well as overall ecomomic
bosses (World Health Organization [WHO], 2015). In spite of this
problem, global antibiotic gross consumption and consumption
per capita increased 65 and 39%, respectively, from 2000 to 2015,
The broad-spectrum penicilling presented the highest increase,
followed by cephalosporins, quinolones, and macrolides (Elein
et al, 2018). In the current scemarbo, that antimicrobdals are
present in hospitals, animal production and communities, as
well az, disposed of as wastewater in sewers, water and soil, the
WHO emphasizes the need of a multidisciplinary. "One Health”
approach to tackle this isswe [World Health Organization
[WHO], 2i5)

Fortunately, ever since the seminal work of John Snow,
pointing to a public water pump as a source of a cholera outhreak
(Smow, 1855), several technologies in microbiology have been
developed. from bacterial isolation and culture to mext generation
sequencing platforms (NGS). As such, different methodologies,
in particular the so-called genomic surveillance, have become
impartant to track the dissemination of infectious microbes and
their genes of relevance armong humans, hamans and animals and
these two and the environment. NGS can be particulady useful in
arder to track the ever-increasing dissemination of antimicrolbial
resbstance gemes [ARGs) (Mitchell and Simner, 2019; Ransom
et al.. 2020).

Among the most common ARGs, there are the beta-lactamase
genes. Two of the most important classes of beta-lactamases
are the extended-spectrum beta-lactamases (ESELs) and the
carbapenemases. The CTX-M enzymes are members of the
ESBLs, able to hydrolyze expanded-spectrum cephalosporins amnd
manobactams (Cantdn et al. 2002} Prevalent worldwide, the
CTX-M beta-lactamases are the most common ESBLs, especially
CTX-M-15 (Bevan et al, 2017 Bush and Bradford, 20200,
Infections with ESBEL producers often drive the prescription
of carbapenems, which may promote the selection amd
spread of potentially untreatable carbapenemase-producing
Entercbacterales (Bevan et al., 2017). Among carbapenemases,
the KPC-2 and KPC-3 are the most widespread and most
commonly reported gemes (Stoesser et al, 2007; Zhang et al,
2020). These genes are frequently associated with mobile
genetic elements (MGEs), such as plasmids and transposons.
Thus far, the moest common mobile element associated with
MakPC, at beast for the species Klebsiella pr iage, is the
transposon Todddd (Yang et al, 2021). However, different
transposable elements, broadly termed noo-Tod4401 genetic
elements (NTExp:) were first described by Shen et al. (2004,
Since then, several NTExpos sequences can be found deposited
in GenEBank, but the majority has not been formally described
in articles (Yang et al., 2021). Thus, it becomes mportant for
the study of blakPC dispersal in hospitals and the community
to describe them. There are reports of these elements in
association with high-risk donal group 258 lineages in Brazil
(Cerdeira et al., 2019) as well az found in hospital-associated

carbapenemase-resistant bacterial outbreaks in Colombia and
Chile (Rada et al., 202k Woenkak et al., 2020} and in wastewater
(G et al, 2008)

In an environmental perspective, Gillings et al. (2018) have
coined the term xenogenetic DMNA to represent nowvel gene
arrangements, such as (MGEs) with ARGs, whose assembly and
dispersion have been promoted by human activity, in analogy to
xenobiotic chemical pollutants. In another analogy, xenogenetic
D'NA behave like invasive species in as much as their abundance
s determined not only by release and transport, but also by
replication. Thus, xenogenetic DNA could be understood as a
novel type of pollutani, being able to replicate, but also being
generated as a consequence of human activity.

Klebstella preumonias is a gram-negative rod belonging
to Enterobacterales. It is also part of the ESKAPEE group
of pathogens (Enterococcus faeciem, Staphylococcus aureus,
K. preumonice, Acinetobacter  bawmuinnil,  Psewdomonas
aeruginosa, Enferobacter spp. and Escherickia coli) known for
their capacity of causing nosocomibal infections and ability to
resist to multiple classes of antibiotics (Fice, 20&; Partridge
et al, 2018). Moreover, some strains of K preumoniae are also
known as hypervirulent, are community-acquired and capable to
promote metastatic infections (Shon et al., 2012). Many of such
strabins belong to the Cluster groups (CGs) 258 and OG11. OF
note, there are also strains whose phenotype has converged into
acquiring both multdrug resistance and hypervirulence traits
[Wyres et al, 2020).

Wyres and Holt (2018} have shown that K preurmonrice
have a tendency to harbor more AMB gemes and plasmids
than other ESKAPEE pathogens. Furthermore, the species has
a broad ecological distribution. ranging from gul colonization
in mammals to insects, plants, water bodies and soll. Lastly,
clinically relevant lineages have been isolated from non-clinkcal
contexts, such a5 domestic animals. Hence, the authors suggest
that K. prewroriae may serve as an important hub for
acquisition and transmission, via horizontal gene transfer, of
AME genes to microbes in different environments. Because of
thiz capacity of colonizing the animal gut and the external
environment [water and sodl) and of being frequent carriers
of acquired resistance, Berendonk et al. (2015) propose
K. preintoniee as a primary bacterial indicator of AMR spread
in the envircament.

Taking the contexi of water bodies in Brazil, Oliveira
et al. {2014) have isolated a KPC-2 producing K. preurnoniae
belonging to the Sequence type (5T)11 clonal complex from
rivers, which s frequently associated with hypervirulent
straine. Dwopa et al (2016) have described a, at the tme,
new K. prewmoniie 5T harboring CTX-M-8 beta-lactamase
from  a wastewater treatment plant (WWTP)L Moreover,
carbapenemase resistant K. presonorniae have alse been found
in recreational waters in Rio de Janeiro (MMontezel er al, 2005;
de Araujo et al, 2008; Paschoal et al., 2017) and carbapenemase
resistant Enterobactertales have been found in Santos Bay
[Andrade et al., 2020).

In the present study we describe a muliidrug resistant
(MDR) NTCgpe-bearing K. presmonige  strain belonging
to a movel ST that has been found during a prospection
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for xenobiotic-degrading bacteria in an artificial urban

lake, next to a WWTPE.

MATERIALS AND METHODS

Strain Isolation

A 50 mL sample was collected from the surface water of Parancd
lake (Brasilia, Brazik 15°44°27 475 47°52'52.8"'W) and an aliquot
of 50 pl was used as inoculum onto M9 mindmom media
confaining acetaminophen as its only carbon source (90 mM
Maz50y, 22 mbd KH3S50,, 18 mb NHyCL 2 mb] MgSO,, 0.1 mM
CaCly, 15 gL=! agar, 3.3 mM acetaminophen). The resulting
medium plate was incubated at 25°C for 24 h. For storage, the
bacterial colony was inoculated in 5 mL of M9 liquid medium
and incubated under agitation at 25°C and 180 rpm for 18 h
Froan this culture, 1.5 mL 25% (wiv] glycerol stocks were prepared
and kept at —&0°C. All samples were collected in accordance with
Brazilian regulations and registered in the Mational System for
the Management of Genetic Heritage and Associated Traditbonal
Knowledge - §15Gen (AS73E1S)

Phenotypic Characterizations

An inoculum of 50 pL from the isolate culture, grown in LB
mvedinm at 257C amd 180 rpm for 187 [ 10 E—F—-I teiptone (Kaswi),
10g.L=" MaCl (Kasvi). 5 g.L=" yeast extract (Kasvi)] was streaked
onto MacConkey agar plates (Kaswvi). Rugal medium was used
for the presumptive biochemical identification, sccording to the
manufacturer’s nstructions {Laborcling.

The antibdofic senzitivity assay was performed using Miiller-
Hinton plates covered with different antiblotic-containing disks
{Laborclin), ncluding amikackn (30 pg), gentamicin {10 ugh,
tobramycin (10 gl aztreonam (30 pgl, cefepime (30 jug),
ofloxacin (5 pgh norfloxacin (10 pgh, cdprofloxacin (5 pgh.
levofloxacin {5 pugh lomefloxacin (10 ugh, imipenem (10 ugh,
meropenem (10 wg), piperacillin/tazobactam (100710 g and
tcarcillindclavulanic acid (85 pg). The antibiogram procedure
was conducted and interpreted according to current EUCAST
guidelines', with E. coli ATCC 700336 as a negative contral.

Genus ldentification by 165 PCR

Amplification and Sequencing

The Bolate was grown in 5 mlL of LB media overnight
at 37°C and 180 rpm. Genomde DNA was extracted using
Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega), following
the manufaciurer’s instructions. Fragments of the 165 rRNA gene
were amplified by PCR from the genomic DNA using the primers
BEWol (5-AACTGGAGGAAGGTGRGGAT-3") and DGTE (5'-
AGGAGCGTGATCCAACCGCA-3"), as described in Gredsen et al.
{1994). PCR reactions were performed in a 35 pl total volume
incubated at 95°C for 4 min, 30 cycles of 95°C for 30 s, 58°C
for 30 s, 72°C for 30 5 and a final extension period of 72°C
for 5 min. The resulting amplicons were subjected to Sanger
sequencing in the High-Performance sequencing center at the
Catholic University of Brasilia.

UhitpeSteucast arg)

Mext Generation Genome Sequencing
Genomic DMNA was extracted following the same procedures
for 165 amplification. Iis integrity and purity were verified
through 1% agarose gel electrophoresiz and Naml:lmpm Lite
(Thermo Fisher Scientific) spectrophotometry. The DNA library
was prepared using the rapid sequencing kit (RADOD4) from
Omford Nanopore technologies (ONT) as per the manufacturers
instructions and the sequencing reactions were performed in
a B9.4.1 floweell for 24 h, in a MinlOMN device. Basecall was
performed using Guppy 4.4.2.

Genome Assembly and Annotation
De nove genome assembly was performed with Flye vis
(KEolmogoroy et al, 2019 using the MpGAP pipeline wlid
using default parameters. Additionally, the assembled genome
was polished {error correction step) with Medaka® using the
rod I _pmin_Migh_giidd model After Medaka the genome was
polished once more by Homopolish wsing the parameters
for bacteria and R%.4 flowcell models (Huang et al., 2020).
Genome completeness was assessed with BUSOD wi.1.0, using
the enterobacterales_odb10 dataset (Seppey et al.. 2019).
Genome annotation was performed with the bacannot
pipeline v2.2* using 85% gemne coverage and identity thresholds
for virulence gene (WG] annotations. With this pipeline, AMR
genes were detected with CARD-RGI (database version 3.0.7)
(Abcock et al., 201%9), AMRFinderPlua v3.2.1 (Feldgarden et al,
H119) and ResFinder 4.0 (Boriolaia et al, 2020) tools, while
VFDB (Liu et al, 2019) was used to kdentify viralence factors
(accessed in July 20200, Prophage sequences were predicted
with Fhigaro v2.3.0 (Starikova et al ). Capsule synthesis (K) and
Lipopolysaccharide (O) locd were further identified using Eaptive
(Wick et al., 2008). Muliillocus sequence typing (MLST) was
performed with the K. prewroeiae MLST scheme (accessed in
October 2020) (DMancourt et al, 2005). Plasmid replicons were
detected with Plasmidfinder v2.1 {Carattoli et al. 2014) and
Platon v1.5.0 (3chwengers et al.).

Comparative Genomics

Genome-based taxonomy analysis was performed with the Type
Straln Genome Server (TYGS) ( Meler- Kolthoff and Gaker, 2009).
FastANI (Jain et al, 2018) was used to calculate the average
nucleotide identity (ANI) index against all the K. preurionioe
genomes from NCEI (Accessed in April 2021). Using all the
genormses with at least 99 ANI score, a core genome phylogeny was
reconstructed with Parsnp (Treangen et al, 2001 4). The resulting
phylogenetic tree was visualized with ggtree {Oliveira et al., 2014)
and re-rooted at midpoint for a better display. Moreowver, we
have added a clinbcal K- presrrniee sample (Kp-BSE-A) thar has
been previously studied by our group (de Campos et al., 2018)
to the dataset for comparative purposes. In order to standardize
the results, the Kp-B5SB-A genome was reannotated as KpBSE31
following the same methods as for KpV3. GrapeTree (Zhou et al |

2 i tpee it hu b, comnitfral s dad Mpdi AF
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2018) was used wvia the BIGSdb database® to reconstruct and
visualize the relationships among K. prewrtoniae 5Ts using the
Minimum Spanning tree v2 [MSTreeV2) algorithm. Maoreower,
GCluster vZ.0.6 (Li et al, 2020) was used to draw the figure with
the gene cluster comparison of the BlaRKPC genes.

RESLULTS

Biological Characterizations

The sequencing of 165 fragment amplicons and biochemical
assays of the isolate (KpW3) were compatible with Kilebsiella
spp. It also presenied characteristic pink mucold colonies in
Macconkey agar medium. Antibiotic resistance profiles revealed
that the bacterial isolate was only susceptible to aminoglycosides
(amikacin, gentamicin, and tobramycin} (Supplementary
Tahble 1). Therefore, it can be classified as a multidrug-resistant
isolate {Maglorakos et al, 2002).

Genomic Analyses

Sequence data obtained by long read nanopore DNA sequencing
was used to assemble the genome of the studied strain
The resulting assembly comprised 5.4 Mb and showed great
levels (98.5%) of gene space completeness based on BUSCO
metrics (Table 1). The genome includes 5,132 CDS (coding
sequences), 25 rRNA and 86 tRNA related sequences. Besides
the chromosomal scaffold. two plasmid replicons. ColRNAT
and Iacll, have been detected. The genome was identified
as K. prewrontae by the TYGS, and this result was further
validated with ANI analyses against available Klebséella genomes
in MNCEI Refseq, showing the K. presmosiae strain 2504
(GCE_011044895.1), from a study in Russia on hypervirulent
K. preumioiiae isolates (PRINAsOS183), as the dosest genoimne
available with 9971 ANI index.

Molecular Typing

Since some Kilebsiella K and O serotypes are related to increased
virulence particularly Kl and Ol serotypes, the kdentification
of these loc is important for the rapid detection of high-risk
clones (Paschoal et al. 2017; Andrade er al, 2020). Genome
analysis enabled the dassification of KpWV'3 strain as a KL45:01v2
K. prewmoniae strain. The 1 serotype is one of the most
common serotypes in cinically relevant K. prewntoniae isolates
and is often assockated with increased wirulemce (Hsieh et al.,
20012; Fang et al, 2016), thus the identification of an {1 strain
in an wrban lake near the hospital s worrsome. Moreover, using
the public BIGSdb K. pacursenite MLST scheme the strain KpV3
wias clasaified as a mowvel 5T: 5236,

Antimicrobial Resistance Genes and
Virulence Genes

We performed the search for ARGs using three different
tools and databases, namely AMBFinderPlus, CARD-RGI and
Resfinder, in order to have a more comprehensive overview of

higpe/bigsdb web pasteur.frfidchsiclafklchsiella himl

the annotation, due to differences in database gene content and
curation, as well as prediction schemes. All three software, in
concert, detected genes for beta-lactams (BlaSHV-121, blalCTX-
M-15, and MaKPC-2) and fosfomycin (fosd) (Table 2). Moreover,
several multidrog efflux pumps (kded, emrD), ogeAB, and
acrAB) were also detected by at least one database. The
efflux pump ogeAB has been regularly implicated in low to
intermediate resistance to quinoxalines, quinolones, tigecycline,
nitrofurantodn, several detergents and disinfectants (L1 er al,
2019 Furthermore, the acrAB is an important intrinsic virulence
factor, which have been shown to provide resistance to host-
derived antimicrobial peptides in E coli {(Swick et al., 2011}
and when ove contributes to multidrug resistamnce.
Additonally, AMREFinderPlus also detected in the genonse, genes
comnferring heavy metal resistance (fieF and areC). Resfinder has
identified multiple point mutations in the acrR, ormpk3s, and
ompi 37 genes which are predicted to confer together resistance
to fluoroquinolones, carbapenems and cephalosporins.

In terms of acquired resistance genes, a Bla-CTX-M-15 gene
was found within the flanking region (3.3 kb distance) of a
392 kb Siphoviridae gene cluster in the bacterial chromosome,
which could be a putative source to mobility to this gene. As
originally discussed by Chen et al. (2014), the most common
MGE associated with BlaKPC in K prewnuorias is the 4401
transposon (tn), while other MGEs were classified NTEgpe. Most
MTEgpr: share at least a truncated version of the ISkpad insertion
sequence gene downstream of MakKPC, with sub-type divisions
depending on the gene composition found upstream of BlakPC,
such as the presence of BlaTEM. In KpV3, the blaKPC-2 gene
was found in assoclation with a truncated insertion sequence
(IS) ISKpne, a Tn3 resolvase and an 1526, forming a putative
MNTExp- of approximately 3 kb (Figure 1), In this element,
the IS 26 and fnpR resolvase are upsiream of BalPC, without
bBlaTEM sequetsces, as it occurs with NTEKPC-Ib and NTEKPC-
Id. Howewver, the [Skpa8 sequence s absent in the observed
MNTEgp-. which indicates that the element found in KpW3 iz a
putative novel group | NTEgp-. Furthermore, the 1526 iz found
in an opposite orientation when compared to the other NTEp-
sequences, which could indicate an independent transpogition
event with this [5 alone (Figure 1).

The search for ViGe detected, in the chromosome of KpV'3,
the presence of ViGs related to some classical K. preumoniae
wirulence factors such as the phenolate siderophore entercbactin
(et ABCEF, fepABCING, fes, and phdA) and types I and III
fimbriae (fimABCDEFGHIK and mrkABCDFHIT) (Table I).
Moreover, the iroE (salmochelin siderophore] gene was also
detected in the genome. The production of more than one
type of siderophore is a characteristic of more wiralemt
bacterium (Marr and Russo, 200%9). Furthermore, several genes
(Es BCDFGHITKLM) redated to the Type V1 secretion system
(T655) have also been detected. The T655 is an apparatus related
to bacterial competithon, cell invasion and in vivo colonization, as
well as DNA acquisition from other bacteria or metal acquisition
from the environment, thus, capable of enhancing the bacterium
environment ftness (Ho et al.,, 2014; Lin et al., 2017; Barbosa
and [.E:l}', 2019, Coulthurst, EU]':"]_ Upl:lt'l. wisual th.ipeﬂﬂﬂh irs
Artemis genome browser and domain prediction from their
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TABLE 1 | KpV3 penome assermbly stafistios.

Strain Genome EsSmated long Assembly sire Contigs M50 BUSGO G; Plasmid
accession {NCBI) read Coverage 151 (=200 bpd CEMDVFM replicors
Kot GEA_013038RTA. 1 475 B4 T B383, 154 =8 5% ColFral, IncU
98,0000, T8

The BUSTCD Sniarpbactorsins database H47 genes) was wsed o mailiade he compdefeness of the assemid: BUSCD mumbars meporied ane peroentage complate (15)
followed by the porooniages of comakene singpio-cooy (G551 campiatn dupdcated (CO), fagmanted (Fl, and missing ) out of 4400 gonas

putative proteins in CDwist (Fouz et al, 2020}, we have found
three VgrGd-like genes, which are Tas5 effectors.

Comparative Genomics

A motal of 74 K preurmoniae genomes have been used to
reconstruct a core genomme phylogeny with Parsnp (Treangen
et al., 2014; Figure 2). As expected, the Kp¥3 sample was placed
as the smsj.e repreﬁen.t:thre of a tree branch, me—a.m'ns that closer
genomes may exist but have not yvet been identified. Most of the
strains ki the tree were Isolated from clinical enviromments, which
further indicates a bias toward sequencing of clinical isolates.

TABLE 2 | Summary of Kpv3 and HpESBEaT genes miabed to virulence and
antimiorobial

resisianon.
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Interestingly, although collected from very near locations, the
Kp¥3 and KpB5B31 samples are placed distantly to each
other, highlighting the genetic difference among clinical and
environmental samples. In summary, these results emphasize
the diversity of the E. prewsoniae species and underscore the
need of more sequencing efforts on cinical and non-clinkeal
samples to better understand the true extent of phylogenetic
relationships in the species.

The reconstruction and visualization of relationships amomng
K. pricurmoniae STs emabled the observation that the ST 5236
(EKpV 3} does not have dose relationships to worldwide threat STs
such as ST 11, 14, and 258 (Figure 3). In fact, the results show
the 5T 51386 placed in a branch closer to 5T 74, 1041, 1072,
and 1128, in a bigger group of 5Ts with 515 as founder. Among
the closest 5T, the majority of the deposited isolates comes from
human hosts, This could indicate that either there is a bias toward
Bolation of hospital-born bacteria and/or that KpV3 could share
important genomic features with hospital-born solates.

For comparative purposes, we oontrasted the
presencefabsence of ARGs and ViGs with KpBSE31 (Table 2).
The KpBSBE31 (Kp-BSB-A) was isolated from the blood of a &0-
to FO-year-old patient deceased 18 days after hospitalization (de
Campos el al, 2018k The hospital from which the KpBSE31
sample was collected is very near to the KpV3 isolation site.
Although we are analyzing and comparing only two isolates, the
comparison between these samples could highlight the putative
horizontal gene transfer between clinical and enwironmental
samples. As expected, in terms of predicted gene content, the
clinical sample KpB5SB3l s more virublent and more resistamt
to antibdofics than the environmental sample KpW3, however
it is possible to observe the presence and maintenance of
relevant genes in KpV3 such as iroE, BlaCTE-M, and BlaKPC.
Interestingly, the ColRNAT plasmid has been found to be almost
identical {(=90% identty) between samples. The maintenance
of plasmids, ViGs and ARGs in environmental strains is
waorrisome as they can act as a reservodr, playing a key role in the
dissemination of different genetic traits (Huijbers et al, 200%
Foaiz et al., E{?EI'.I]_

DISCUSSION

In the present study we have bdentified an enwironnsental
K. pretroriae olate belonging to a novel sequence type,
5T 5236 and displaying capsular serotype (K} KL45 and LPS
serotype (0O} Olvi. With respect to the K antigens, there are
currently 78 serotypes, despite hawing more than 130 allelic
combinations in its biosynthetic locus (KLs) (Wick et al, 2008;
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Wyres et al, 2020). Among these serofypes. Kl and K2 are both
maost commonly Bolated from patients, more virukent in mice
experiments and more resistant to phagocytosis and intercellular
killing by phagocytes (Storey et al, 2020). On the other hand,
regarding the O antigens, there are nine serolypes and 12 (-
locd, with serotypes O1 and O2 being the most common for
clinical isolates (W'yres et al, 2020). Storey et al. (2020} have
recenily characterized a novel TE5S effector for K. preurmoniae,

termed VgriGd. The presence of this gene in bacterial strains
contributed to toxicity against bacterial and fungal species
Within this gene, the portion coding for the DUF2345 domain
was responsible for the intoxication. In our study. we have
found three genes with DUF2345 conserved regions, alongside
a nearly complete Te5S gene cluster. The presence of multiple
copies of DNUF2345-bearing genes could represent a competitive
edge for K. preuwmoniae isolates directly against microbiotas
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from different environments or a strategy for quickly acquining
genes from them.

Although this notion has been long known by Brazilian
indigenouws people (Kremak, 2020), the “One Wordd-One
health™ comcept was established in 2004 as a form to
understand huwman health. As this concept goes, human health
is dependent on animal health, both domestic and wild, and on

environmental health. Increasing, modern anthropic pressures
on the environment, such as pollution, habitat destruction and
others, promote changes in its composition, which ultimately
leads o the increase in frequency and intensity of disease-states
in humans {Destoumienx-Garedn et al., 2018

Mewvertheless, the sequencing efforts for K. prewsmoniae are
rainly focused on cinical samples. a bias reflected in the
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analyss s in Supplermentary Figure 1)

FIGURE 3 || Section of the tres represeniation of genetio relationships among tha different profiles of the F. preusrmonias MUST scheme. This analysis was produced
wia GrapaTme with the minimum spanning tee algorithm (25 Teee V2], The 5T idendfied in this study is highlighied with & pollow cincle and higherisk linsages (OG 171,
1#,“2@nmﬂgﬂﬂmmdmh.hmym,mﬂhm dhmﬂm1hmﬂﬂﬂdsm.m1mmﬂw thae wihole:

phylogenetic analysis presented in Figure 3 where KpW3 has
been placed in an undivided branch and the majority of bacterial
isolates ko the tree come from human samples. Besldes, the
samples derived from the sewer were actually taken frorm
hospital effluents. Mot only the AME gene profile found o
WWTPs reflects that of clinical ﬂﬁi:ll:gi- (Pirninen et al, 201%9),
bat surveillance in WWTPs could represent a more accurate
perspective of AME spread at a populational level (Sims and
Faspreyk-Hordern, 2020). Moreover, a similar pattern was also
observed in the MLST tree analysis (Figure 4) where the branch
length represents the distance between groups. The analysis
shows that the 5T 5236 (KpWV3) has a reasonable distance to iis
Closest ST (5T 1041, which means that closer STs |:|Lgl1t exist, but
are ot yvet ddentified. It is important to observe that this new 5T
is not refated to other worldwide threat 5Ts such as 8T 11 and
258, meaning that this new 5T might not be a threat in terms
of hypervirulence.

It is disturbing that we have found an environmental
K. prrewmprniae strain containing both an ESBL (CTX-M-15) and
a carbapenemase (KPC-2) enzyme, which rakses concern about
the selective pressire app]led in the t'-eg'u:-n. (8] spen::a.] note,
both genes have been found inside or wery near MGEs. The
ba-CTX-M-15 was found in the bacterial chromosome, cdose
to a putative Siphoinridae prophage sequence. This wiral family
has been associated with human fecal pollution in water bodies
and with beta-lactamase gene transfer (Colomer-Lluch et al,
2011). Furthermore, the MalKPCX gene was found in association

Fromaors m horbology I'.h'-\.m.I::rln:rm.:rg

with a Dransposase gene, forming a small gene cluster with
two other genes. Kilelsiella spp. 1Sz are often associated with
AMER genes (Razawvi et al, 2020) and transposition events can
be an important factor in spreading these genes in contexts of
positive selection among different plasimids, strains and species
[Sheppard et al, 2016).

When comparing the genomes of the environmental KpV3
and the clinical isolate KpBSE31, we have detected that the
ColBENAT plasmid s identical between the samples, which
indicates a putative genetic flow of mobile elements between
clinical and environmental isolates in the lake near the hospital.
Similar observations of gene flows from hospitals water bodies
have been made elsewhere (Elwanzala et al, 20019, Lepuschitz
et al., 2019; Bleichenbacher et al., Ill_‘{:-}. Howewer, it is unclear
whether KpWV3 isolate represents a clonal dispersion of hospital
K preumosiae or If it has acquired genetic features from
hospital-borne isolates via HGT. The extent of this genetic flow
should be addressed by sampling different parts of the hospital
system wastewater treatmeni. Thorough analyses of microbes
discharged from the WWTPs into Paranod kake are required
to access the extent of their contribution to dissemination of
AME. Furthermore, the quantification of antibiotics and heavy
metals in WWTPs, which may selectfco-select resistant microbes
[Hernando-Amado et al.,. 20019), iz also of relevance, 'I‘J!lr_'lnl.l.ﬂll
fecal pollution alone may be the main factor in AMR spread
(Karkman et al, 201%). Finally, Ekwanzala et al (2019) hawve
shown that in a river which receives WWTF effluent, a larger
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ratio of carbapenem resistant versus susceptible K prewmoniae
strainsg was found in its sediment, in confrast to surface waters.
Thus, different portions of a given water body could weigh
maore i AME maintenance. Danko et al. (2021) have analyzed
=4, 000 metagenomic samples from 60 cifies around the world,
as o characterize their urban microbiomes. Even with these
many samples, the rarefaction curves for microbial species and
ARGs did not saturate, indicating there is a considerable amount
of diversity to be explored. particularly when considering the
selective pressures for the formation of new ARGs and MGEs.

Brasilia is located in a morphocimatic domain, termed
Cerrado, with two well-defined seasons, wet and dry. As a
consequence of the dry season, the city has undergone into
situations of water scarcity in recent years. As a response,
Paranod lake, which receives treated effluent from two WWTFs,
has been turmed Imto an esvironmental buffer for water
reuse, :!‘u’.‘ll.bdl:hs d.t'lrlqu water (Sodrd and Sampaio, 20200
Hemnce, the discovery of an ESEL producer carbapenem-resistant
K. prewrmosiae isolate in this lake is of great concern, as regions
andergoing  waber scarcity might become more suscepiible
o AME spread, despite the presence of downsiream water
treatment processes. Additionally, climate change models based
upon Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC)
scenarios predict increases in temperature and dry season
duration as well as precipitatbon decreases for the Cerrado
home [(Bustamante et al, 2012). MacFadden et al. (2018)
have shown that increases v minimal local temperatures
are associated with higher frequency of infections caunsed by
antimicrobial-resistamt E. coli, 5 owreus, and K. preeurnoniae.
Abo, Anderson et al. (2008) have shown that K. prewmonias
bood steeam infections ocour more commonly with higher
temperatures and dew point. There are many, non-excluding
hypotheses for the causes of this correlation, from bacterial
physiology to human socletal changes (Rodrigues-Verdugo
et al, 2020}, Collignon et al. (2008) point that socloeconomical
factors such poor infrastructure and governance, low health
expendiure and high GDP and educatbon were assockated with
higher AMR levels around the world. As the authors discuss,
while temperature was positively correlated with AMRE, this
could be a correlation by proxy (Such as poor infrastrucbure)
or a direct correlation. As water reuse may become more
common as a result of climate change (Tram et al, 2014), this
phenomenon may play a key role in AME spread and warrants
further Inquiry.

Altogether, we have little evidence in favor of KpWV3 as
an isolate with high wirulence. However, our observations
suggest that there is a gene flow from hospitals into the lake,
likely through WWTPs. While our findings polnt toward this
hypothesis, it has been based o far on a single isolate. Therefore,
the extent of ARG dissemination into the lake and how it may
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19 ANEXO A - DOCUMENTO DE CADASTRO NA PLATAFORMA SISGEN
ACERCA DA LINHAGEM KPV3

Ministério do Maio Ambiente
CONSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO

SIETEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONID GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® A3T3E1S

A atividade de acesso ao Patimbnio Genético, nos termos abaixo resumida, fol cadasirada no SisGen,
am atendimeanto ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulameantos.

Mimero do cadastre: AITIENS

Lisuario: Universidade de Brasilia

CPFICHP.: 00,038 174000143

Objeto do Acesso: Patriménio Gendtico

Finalidade do Acesso; Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico
Espécie

Impossibilidade de identificagho

Tilulo da Alividade: Isolamento, ldentificagio e Caracterizagio de Bactérias Degradadoras de
Poluentes Emergentes
Equipe
VICENTE DE PAULO MARTINS Universidade de Brasilia
Data do Cadastio: 29/04/2029 17:12:39
Silvagio do Cadasiro, Concluido

Conzelho de Gestdo do Patrimdinio Genético
Situacdo cadastral conforme consulta a0 SisGen am 17:13 de 20/04/2021.

e SISTEMA NACIOMAL DE GESTAD

DO PATRIMONIO GEMETICD

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
L AN AN ASSOCIADO - SISGEN
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