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Introducao

* O género Kluyvera spp. pertence a familia Enterobacteriaceae sendo que as espécies deste género sao usualmente saprofitas do trato
respiratorio, gastrointestinal e urinario, com raros relatos de patogenicidade;

 Embora acredite-se que o género Kluyvera seja a origem do gene codificante para p—lactamases de espectro estendido (ESBL) do tipo CTX-
M, sdo incomuns os relatos de multirresisténcia em isolados deste género;

* A producao de KPC constitui um dos principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias, sendo que a presenca
da enzima ja foi descrita em praticamente todas as espécies desta familia, porem, até o0 momento sua presenca néo foi relatada no género
Kluyvera.

Objetivo

 Caracterizar fenotipica e genotipicamente um isolado de Kluyvera sp. resistente aos antibidticos carbapenémicos, proveniente de um
aspirado tragueal de paciente internado em um hospital de Porto Alegre em 2011.

Materiais e Métodos

* A confirmacéao da especie bacteriana foi realizada a partir da analise do sequenciamento do gene 16S (Maiwald, 2004);

* O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado por microdiluicao em caldo de acordo com CLSI;

* A deteccao fenotipica de ESBL foi realizada na presenca de acido boronico (BA) (Tsakris et al.,2009) e a confirmacao genotipica foi realizada
por PCR para os genes bla-ry. . blargy € blagy,, (Paterson et al., 2003);

* Na triagem fenotipica de carbapenemases foram realizados o teste de Hodge modificado (MHT) (CLSI, 2009) e o teste dos discos
combinados com BA (Pasteran et al., 2009). A PCR foi utilizada como método confirmatorio para a deteccao do gene bla,pc;

* O sequenciamento do gene bla,p foi realizado de acordo com o método descrito por Bradford (2009). A sequéncia obtida foi comparada
agquelas depositadas no GenBank , com o auxilio do programa BioEdit.

* O DNA plasmidial da cepa foi obtido por lise alcalina e eletroporado em E. coli Topl10. As cepas transformantes foram selecionadas em agar
LB contendo ceftazidima 1,0mg/L para posterior analise.

* A avaliacdo do ambiente genético do gene bla,.- foi realizada pela amplificacdo e sequenciamento do DNA gendmico da K. georgiana
utilizando-se primers especificos (Naas et al., 2008).

Resultados e Conclusoes

* O sequenciamento do fragmento amplificado do gene 16S apresentou 99,85% de similaridade com o descrito para a K. georgiana ATCC
51603;
O isolado apresentou resisténcia a todos os B-lactamicos testados, demonstrando sensibilidade a outras classes de antibioticos (tabela 1).

Tabela 1. Concentracdes inibitorias minimas (MIC) da Kluyvera georgiana para os MIC (mg/L)

antibioticos CAZ — ceftazidima, FEP — cefepime, SAM — ampicilina-sulbactam, IMP CAZ FEP SAM IMP MEM ERT AMK  CIP  POL® TIG?
— Imipenem, MEM — meropenem, ERT — ertapenem, AMK — amicacina, CIP — 16 32 >256 256 128 128 20 <0,125 0,25 0,5
ciprofloxacino, POL — polimixina B, TIG — tigeciclina. Kgeorgiana (R) (R) (R) (R) (R) (R) (S) (S)

& Nao possuem pontos de corte padronizados pelo CLSI para enterobacterias.
S - sensivel, R - resistente, conforme pontos de corte CLSI 2011.

 As pesquisas fenotipica e genotipica de ESBL n&o revelaram resultados positivos;

* Os testes fenotipicos para pesquisa de carbapenemases (MHT e BA) foram positivos;

* A PCR confirmou a presenca do gene bla,s- € 0 sequenciamento do produto amplificado apresentou 100% de similaridade com o gene
blaypc.,.

« Os transformantes obtidos a partir da eletroporacao apresentaram resultados positivos para as pesquisas fenotipica e genotipica do gene
blaypc, sendo obtido um plasmidio de ~36kb, compativel com o presente na K. georgiana.

A analise do ambiente genético sugere que o gene bla,p: esta inserido em um transposon Tn801-like. A sequéncia parcial do transposon da
K. georgiana (130bp “upstream” e 459bp “downstream” ao gene) apresentou 99,8% de similaridade com a sequéncia de um Enterobacter
cloacae com esse transposon.

« Este é o primeiro relato da presenca da enzima KPC em um isolado do género Kluyvera, o que justifica sua elevada resisténcia aos
antibioticos B —lactamicos.
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