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RESUMO

A resistência aos antibióticos é uma ameaça global crescente à saúde pública,

causando alta mortalidade. Mutação, deriva genética, transferência horizontal de

genes via transposons e seleção natural são os mecanismos básicos responsáveis

  pela disseminação de genes de resistência entre populações bacterianas. A tribo

Proteeae é composta por três gêneros: Proteus spp., Morganella spp. e Providencia

spp., bactérias patogênicas oportunistas e resistentes a β-lactâmicos. O transposon

altamente móvel Tn4401 de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli é

caracterizado por conter genes blaKPC que codificam β-lactamase, garantindo

resistência aos β-lactâmicos. O objetivo foi analisar a história evolutiva dos genomas

da tribo Proteeae e seus transposons Tn4401, mediante padrões, variações e

sintenias das sequências dos genomas e de suas regiões vizinhas. Inicialmente, as

sequências de Tn4401 de K. pneumoniae (Kp15, Kp512, Kp529-1) foram utilizadas

como sequência query no BLASTn/NCBI para busca de cepas da tribo Proteeae. Em

seguida, os arquivos GenBank selecionados foram utilizados no software

Islandviewer 4.0 para análise de similaridade e sintenia e as sequências FASTAS

foram incorporadas ao ClustalW/MEGA 11. Após o alinhamento, foi estabelecida a

razão de substituições não-sinônimas por sinônimas. Diferentes isoformas de

Tn4401 foram reveladas, entre elas, Tn4401a, Tn4401b e Tn4401d contendo

blaKPC. Vários padrões de sítios gênicos do transposon foram detectados,

envolvendo deleções, inversões, duplicações e mobilidade de grupos gênicos

vizinhos, ora semelhantes, ora diferentes. A seleção purificadora foi uma força ativa

nas β-lactamases das cepas analisadas. Foi detectado uma possível relação entre

as isoformas do transposon e ilhas vizinhas de resistência a Mercúrio, Cromato e

Sulfonamida. Esses achados enfatizam a ação contínua de diferentes processos

evolutivos nos plasmídeos e no elemento Tn4401, bem como o possível potencial de

disseminação de genes de resistência pela tribo Proteeae.

Palavras-chave: Transferência horizontal de genes; pressão seletiva; tribo Proteeae;
transposon Tn4401.



ABSTRACT

Antibiotic resistance is a growing global threat to public health, causing high mortality.

Mutation, genetic drift, horizontal gene transfer via transposons, and natural selection

are the basic mechanisms responsible for the spread of resistance genes among

bacterial populations. The Proteeae tribe is composed of three genera: Proteus spp.,

Morganella spp. and Providencia spp., opportunistic pathogenic bacteria that are

resistant to β-lactams. The highly mobile transposon Tn4401 from Klebsiella

pneumoniae and Escherichia coli is characterized by containing blaKPC genes

encoding β-lactamase, ensuring resistance to β-lactams. The objective was to

analyze the evolutionary history of the genomes of the Proteeae tribe and its Tn4401

transposons, through patterns, variations and syntenies of genome sequences and

their neighboring regions. Initially, the sequences of K. pneumoniae Tn4401 (Kp15,

Kp512, Kp529-1) were used as a query in BLASTn/NCBI to search for strains of the

Proteeae tribe. Then the selected GenBank files were used in Islandviewer 4.0

software for similarity and synteny analysis and the FASTAS sequences were

incorporated into ClustalW/MEGA 11. After alignment, the ratio non-synonymous for

synonymous substitutions was established. Different isoforms of Tn4401 were

revealed, between them Tn4401a, Tn4401b and Tn4401d containing blaKPC.

Several patterns of gene sitenia of transposon were detected, involving deletions,

inversions, duplications and mobility of neighboring gene groups, sometimes similar,

sometimes different. Purifying selection was an active force in the β-lactamases of

the analyzed strains. We also detected a possible relationship between the

transposon isoforms and neighboring islands of resistance to Mercury, Chromate and

Sulfonamide. These findings emphasize the continuous action of different

evolutionary processes on plasmids and on the Tn4401 element, as well as the

possible potential for dissemination of resistance genes by the Proteeae tribe.

Keywords: Horizontal gene transfer; selective pressure; Proteeae tribe; transposon
Tn4401.
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1 INTRODUÇÃO

Bactérias Gram-negativas são atualmente uma ameaça mundial e a

disseminação de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases é um

problema de saúde pública crescente. Os genes de Klebsiella pneumoniae

carbapenemase (blaKPC) já se espalharam pelo mundo e são particularmente

prevalentes na América do Norte e do Sul, China, Grécia e Israel (LOGAN;

WEINSTEIN, 2017). A disseminação de resistência aos carbapenêmicos só tende a

aumentar, visto que, atualmente, a principal força impulsionadora de resistência tem

sido a pressão seletiva imposta pelo uso indiscriminado de antimicrobianos aliada a

transferência horizontal de genes (RODRÍGUEZ-ROJAS et al., 2013; DIEKEMA et

al., 2019).

Em todos os genomas há sequências móveis de ácido desoxirribonucleico

(DNA), os elementos transponíveis (TEs), capazes de causar impactos substanciais,

mutações deletérias, ruptura gênica e rearranjos cromossômicos (CHÉNAIS et al.,

2012; BULLA et al., 2014). Contudo, esses impactos podem ser positivos ao

favorecer a diversidade genética dos organismos, principalmente as bactérias,

desempenhando fundamental papel durante o processo de aquisição de resistência

aos carbapenêmicos e no surgimento de linhagens multirresistentes (CARARETO;

MONTEIRO-VITORELLO; VAN SLUYS, 2015; HARRIS et al., 2018).

Por ser atribuída a alta expressão de carbapenemases e β-lactamases, as

enzimas responsáveis pela multirresistência bacteriana aos carbapenêmicos são

adquiridas através de TEs e codificadas por genes localizados em plasmídeos, como

o altamente patogênico blaKPC (ANGELIS et al., 2020). Transposons, plasmídeos

de virulência, ilhas de patogenicidade e bacteriófagos são exemplos de TEs, sendo

o transposon altamente móvel Tn4401, de 10 kb e pertencente à família Tn3,

frequentemente associado a genes blaKPC (TIJET, 2016; BONNIN et al., 2020;

REYES, 2020).

Detentor de sequências assessoras de capacidade de se mobilizar no

genoma, o transposon Tn4401 é composto por duas transposases, uma resolvase,

duas sequências de inserção, o gene blaKPC e os genes istA e istB. Nove isoformas

do transposon (Tn4401a a Tn4401i) foram identificadas até a atualidade,
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caracterizadas principalmente por deleções, sendo Tn4401a e Tn4401b as mais

difundidas (YOON et al., 2018).

Devido possuir resistência intrínseca a determinados carbapenêmicos, a tribo

Proteeae representa um desafio emergente para os pesquisadores na atualidade.

Composta por bacilos Gram-negativos oportunistas pertencentes à família

Enterobacteriaceae, a tribo Proteeae é constituída por três gêneros: Proteus spp.,

Morganella spp. e Providencia spp., habitantes de águas contaminadas por estações

de tratamento de esgoto, solo e águas residuais e trato gastrointestinal humano

(BÁNKI et al., 2022). Sabe-se que, com exceção de Proteus myxofaciens, são

espécies ditas agentes de infecção humana, sendo algumas relacionadas com

infecções nosocomiais. No contexto de resistência natural, segundo Rus et al.

(2020), o gênero mais resistente seria Providencia, seguido de Morganella e

Proteus.

Por serem expressos, ou mesmo ativados, em situações de estresse, como

mudanças na disponibilidade de alimento, e serem influenciados diretamente pelo

ambiente, estudos centrados na análise comparativa dos TEs podem revelar a

evolução do genoma, tanto no aumento do número de pares de base total como nas

modificações moleculares. Levando, assim, ao entendimento da influência da

expressão dos genes funcionais e da especiação no surgimento de uma nova

espécie; sendo o conhecimento da mobilidade genômica algo essencial para o

estudo de bactérias patogênicas.

Assim, e devido haver poucos estudos relacionando às propriedades dos

genomas completos, do uso de códons e da dinâmica evolutiva, da mecânica dos

TEs e de seus grupos hospedeiros, o presente trabalho teve por objetivo analisar

comparativamente o transposon Tn4401 de K. pneumoniae e Escherichia coli com

isolados dos gêneros da tribo Proteeae, o localizando e catalogando nos genomas

assim como suas sintenias.

2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 UM DESAFIO MUNDIAL EMERGENTE: BACTÉRIAS

MULTIRRESISTENTES ALTAMENTE PATOGÊNICAS
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Dependendo da referência consultada, o conceito de multirresistência pode

variar. Contudo, de acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA)

(2021), a definição mais utilizada é: “microrganismo resistente a três ou mais classes

de antibióticos”, independente do mecanismo de aquisição de resistência. As

infecções multirresistentes normalmente são causadas pela prescrição precoce de

antimicrobianos embasada em dados epidemiológicos, e não no diagnóstico

laboratorial, o que leva à aceleração da resistência de células bacterianas (SILVA,

2021). Já no contexto hospitalar, essa aceleração se verifica no consumo

desordenado desses fármacos, dificultando o tratamento das infecções.

Na atualidade, uma grande parte das bactérias, antes encontradas apenas

em leitos de hospitais, são encontradas fora do ambiente hospitalar. Um exemplo é a

Klebsiella pneumoniae, bactéria multirresistente, antes incidente apenas em

hospitais, que, com o passar dos anos, disseminou-se para a comunidade, sendo

recordista de infecções todos os anos (ALVIM, 2019). A prescrição ou

automedicação está intrinsecamente relacionada com o consumo incorreto de

antimicrobianos. O Brasil é o quinto país que mais se automedica: cerca de 80

milhões de cidadãos brasileiros (ASSUNÇÃO et al., 2020).

Logo, a disseminação de bactérias resistentes e multirresistentes ocorre tanto

no ambiente hospitalar como na comunidade, podendo disseminar-se entre

humano-animal-vegetal, seja por contato direto, fômites ou alimentos contaminados.

Portanto, diante do ciclo de contágio, a resistência bacteriana (RB) torna-se

potencialmente mais perigosa (ASSUNÇÃO et al., 2020). Considerada uma das

principais ameaças à saúde mundial, a RB vem se tornando um desafio emergente

para a comunidade científica. Por ano, segundo estudo realizado em 2017 pela

Organização Mundial da Saúde (OMS), com apoio do governo britânico, cerca de

700 mil pessoas morrem no mundo por causa das bactérias multirresistentes. No

Brasil, estima-se que esse número alcance 20 mil brasileiros.

Apesar desses dados já serem considerados alarmantes, a previsão para

2050 é da RB poder se tornar a principal causa de mortes no mundo, resultando em

10 milhões de vidas perdidas por ano (OMS, 2017). Diante desse cenário, no Brasil,

dados divulgados pelo Sistema Nacional de Vigilância Epidemiológica das infecções
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relacionadas à assistência à saúde (IRAS), coordenado pela ANVISA, refletem o

aumento nos últimos anos de taxas de resistência de Enterobacteriaceae

identificadas em infecções primárias de corrente sanguínea laboratorial (IPCSL)

(ANVISA, 2019).

A família Enterobacteriaceae, tendo K. pneumoniae, Escherichia coli, Proteus

mirabilis, Morganella morganii e Providencia stuartii como alguns representantes,

enquadra a prioridade máxima da OMS por terem se tornado resistentes a um

grande número de antimicrobianos - incluindo carbapenêmicos e cefalosporinas de

terceira e quarta geração, representando, assim, uma ameaça específica em

hospitais, lares de idosos e entre pacientes imunossuprimidos. Logo, em 2021, a

OMS dispôs uma realidade alarmante: existia apenas um único fármaco - colistina -

capaz de tratar infecções potencialmente fatais causadas por Enterobacteriaceae

resistentes aos carbapenêmicos.

K. pneumoniae, pertencente à família Enterobacteriaceae, se sobressai pela

maestria em otimizar instrumentos de resistência enzimáticos, sendo conhecida

grande responsável por diversas doenças infecciosas (KOLPA et al., 2018). Ainda de

acordo com a OMS (2021), em determinados países, os antimicrobianos

carbapenêmicos não são mais úteis para mais da metade dos pacientes tratados

com infecções por K. pneumoniae devido à resistência.

A resistência ao tratamento de carbapenêmicos, evidenciado principalmente

em K. pneumoniae carbapenemase (KPC), se alastrou para todos os continentes do

planeta. Entendida espécie altamente patogênica, é um dos principais motores de

infecções adquiridas em contexto hospitalar, como pneumonia, infecções da corrente

sanguínea e infecções em recém-nascidos e pacientes em unidades de terapia

intensiva (UTI).

2.1.1 Multirresistência bacteriana no Brasil e em Pernambuco: dados

alarmantes

Devido ao aumento de RB, a ANVISA passou a disponibilizar no país, em

2011, o Boletim Segurança do Paciente e Qualidade em Serviços de Saúde. No

mais recente boletim, divulgado em 2019, constam taxas de RB no Brasil a
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cefalosporina de terceira e quarta geração, a carbapenêmicos e a colistina em

infecções de trato urinário (ITU) e IPCSL atribuídas à pacientes adultos de UTIs em

hospitais públicos e privados.

Em relação aos carbapenêmicos, K. pneumoniae apresentou as maiores

porcentagens de isolados resistentes em relação aos sensíveis no país, 51,8% e

42,7%, e E. coli as terceiras maiores 8,8% e 11,1%, para IPCSL e ITU,

respectivamente. Quanto à cefalosporina de terceira e quarta geração, a quantidade

de dados ausentes foi expressiva. Contudo, os dados divulgados corroboram a

supremacia de K. pneumoniae: dos 3032 isolados testados, apenas 967 foram

sensíveis. No que se refere à colistina (Polimixina B e E), isolados de ITU de K.

pneumoniae testados apresentaram a maior porcentagem de resistência no país,

seguido de Proteus e E. coli.

Já a RB em Pernambuco merece maior destaque, pois é significativamente

mais alarmante do que as médias brasileiras. Neste estado, encontram-se isolados

bacterianos com 100% e 97% de resistência a cefalosporinas de terceira e quarta

geração e carbapenêmicos, respectivamente.

Ainda de acordo com dados do boletim, para Pernambuco, K. pneumoniae e

E. coli apresentaram as maiores taxas no estado de resistência à cefalosporina:

82,1% e 75% para IPCSL e 75,7% e 100% para ITU. Em relação aos

carbapenêmicos, ficaram entre as três espécies de maior destaque. Assim como a

média brasileira, no que se refere à colistina, K. pneumoniae apresentou a maior

porcentagem de resistência no estado.

2.2 RESISTÊNCIA BACTERIANA TRANSPONÍVEL

Como citado por Paula (2018), a transferência horizontal de genes (HGT),

sejam estes responsáveis pela RB ou não, inclui mecanismos de transformação,

transdução, conjugação e transposição. Contudo, ao se transferir, o material

genético sofre modificações inevitavelmente.

A transferência de DNA de uma célula para outra configura a transformação.

No ambiente, bactérias podem captar DNA de outras células bacterianas em

processo de morte. Já no laboratório, como mencionado por Levinson (2016), o
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pesquisador pode introduzir em bactérias DNA de outra geneticamente distinta. A

transdução igualmente consiste na transferência de DNA de uma bactéria para

outra, contudo por meio de bacteriófagos, que captam o material genético bacteriano

para seu processo de multiplicação, podendo, assim, incorporar genes de

resistência (MACEDO; FALCÃO, 2011; RIBEIRO; CORTINA, 2016).

Conjugação, de modo análogo, configura o processo de “acasalamento” de

duas bactérias (LEVINSON, 2016). Seja por contato físico ou por uma organela

denominada fímbria sexual, uma célula bacteriana transfere seu material genético

para outra num processo comumente observado entre Gram-negativos. Já entre

bacilos Gram-positivos, o contato célula a célula é mais observado (MACEDO;

FALCÃO, 2011; RIBEIRO; CORTINA, 2016). Já a transferência de genes de um

plasmídeo para outro, para um bacteriófago ou cromossomo, bem como do

cromossomo para plasmídeos, denomina-se transposição (COURA, 2013).

Como já mencionado, as populações bacterianas apresentam como fator

acelerador das transferências gênicas, a exposição aos antimicrobianos. Logo, a

resistência a estes fármacos - consequência da seleção natural e da adaptação das

bactérias -, no decorrer do tempo, se torna irreversível.

Neste contexto, entram os antimicrobianos β-lactâmicos (Aβ), tendo como

principal característica a presença, em sua estrutura química, do anel β-lactâmico.

Estes fármacos não são homogêneos, ou seja, diferem entre si pela ligação com

outros anéis e por apresentar diferentes tipos de cadeias lineares, resultando, assim,

em distintos padrões de resistência às β-lactamases (SANTOS, 2018). Catalisando a

reação de transpeptidação, apresentam, como mecanismo de ação, a inibição

irreversível da enzima transpeptidase, durante a síntese da parede celular

bacteriana (ANTUNES, 2019). Essa enzima é responsável pelas ligações cruzadas

entre as estruturas protéicas, conferindo rigidez à parede celular, desta forma, atua

como um importante mecanismo de proteção para a bactéria contra possíveis

variações do meio, em especial as osmóticas (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO,

2010).

Os carbapenêmicos, de uso restrito hospitalar, são os Aβ de maior espectro

de ação e potência utilizados no tratamento de infecções mais severas ou em casos

de resistência bacteriana. Contudo, recentemente, associações com ácido
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clavulânico, sulbactam e outros inibidores da β-lactamase se tornam cada vez mais

necessários para o enfrentamento de infecções devido à multirresistência bacteriana

(MATARACI-KARA; YILMAZ; ÖZBEK-ÇELIK, 2020).

2.3 FAMÍLIA Enterobacteriaceae: BACILOS GRAM-NEGATIVOS

PATOGÊNICOS

Atualmente, de acordo com o Catalogue of Life de abril de 2022, as bactérias

pertencentes à família Enterobacteriaceae são classificadas em 50 gêneros, 227

espécies e 39 subespécies (BÁNKI et al., 2022).

As células bacterianas diferem entre si pela composição química, estrutura e

espessura da parede celular, sendo divididas entre bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas (MACEDO JÚNIOR, 2019). Proposta inicialmente por Rahn em

1937, a família Enterobacteriaceae é composta por um grande grupo de bacilos

Gram-negativos, oxidase negativa, não formadores de esporos, considerados os

maiores causadores de infecções em humanos. Crescem em diferentes meios de

cultura, desde meios básicos a meios ricos e seletivos. São anaeróbios facultativos,

fermentam glicose com ou sem produção de gás, são catalase positivo e reduzem

nitrato a nitrito.

Podem ser encontradas na natureza ou no trato gastrointestinal de seres

humanos e animais, como membros da microbiota residente ou como agentes

causadores de doenças infecciosas, e são o principal grupo de bactérias isoladas de

amostras clínicas, como por exemplo: amostras de urina de ITU, fezes de

enterocolites, sangue de septicemias e licor de meningites (JUNIOR, 2014).

Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases são de particular

preocupação e relevância epidemiológica porque os genes das carbapenemases

estão frequentemente localizados em elementos genéticos móveis (EGM), como

transposons, integrons e plasmídeos, e podem ser transferidos horizontalmente

entre as células (ANSARI; MUNIR; SAAD, 2018). Dentro de Enterobacteriaceae,

membros da tribo Proteeae são conhecidos por serem intrinsecamente resistentes à

certos β-lactâmicos (MMATLI et al., 2020).
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2.3.1 Tribo Proteeae

É uma tribo composta por bacilos Gram-negativos oportunistas pertencentes

à família Enterobacteriaceae, constituída por três gêneros: Proteus, Morganella e

Providencia. A classificação mais recente do Catalogue of Life (2022), confere ao

gênero Proteus, quatro espécies; ao gênero Providencia, oito espécies; e ao gênero

Morganella, duas espécies.

No entanto, sabe-se que, com exceção de Proteus myxofaciens, são espécies

ditas agentes de infecção humana, sendo algumas relacionadas com infecções

nosocomiais. Devido possuir resistência intrínseca a determinados Aβ, a tribo

Proteeae representa um desafio emergente para os pesquisadores na atualidade, e,

neste contexto de resistência natural, segundo Rus et al. (2020), o gênero mais

resistente seria Providencia, seguido de Morganella e Proteus.

Assim como K. pneumoniae e E. coli, estas espécies possuem genes

codificantes da enzima KPC, considerada um preocupante obstáculo epidemiológico

e clínico e uma das enzimas responsáveis   por conferir resistência aos

carbapenêmicos à tribo.

2.3.1.1 Morganella

De acordo com o Catalogue of Life (2022), o gênero Morganella consiste em

duas espécies e duas subespécies, sendo M. morganii a espécie mais estudada na

atualidade. Essa espécie é um bastonete Gram-negativo, entérico e anaeróbio

facultativo, isolado pela primeira vez de uma cultura fecal pediátrica por Morgan, em

1906, sendo considerado um patógeno oportunista. Estudos sobre bactérias

Gram-negativas, demonstram que essa espécie se encontra entre as dez causas de

infecções clínicas, estando envolvida em doenças como sepse, peritonite e

endocardite (CHEN et al., 2012; ZHANG et al., 2017; VAN BENTUM et al., 2019).

M. morganii, encontrada no solo e em águas residuais, coloniza rapidamente

o trato intestinal do hospedeiro durante as primeiras horas de vida, onde atua como

comensal, sem causar danos aos organismos saudáveis. Contudo, pode prosperar

de forma incontrolável e se tornar altamente patogênico ao entrar em contato com

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8507844/#B49
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feridas abertas e indivíduos que passaram por extrações dentárias, cirurgias ou

pacientes imunocomprometidos.

Devido conter genes de resistência intrínsecos, como o altamente patogênico

blaKPC, M. morganii é resistente à maioria dos Aβs (KOHLMANN; BÄHR;

GATERMANN, 2018). Por ser propensa a obter fatores de virulência e genes de

resistência mediante EGM, como plasmídeos, ilhas de patogenicidade e

transposons, sua multirresistência só tende a aumentar (XIANG et al., 2021).

2.3.1.2 Proteus

As bactérias Gram-negativas pertencentes ao gênero Proteus foram

primeiramente descritas pelo microbiologista alemão Gustav Hauser, em 1885. O

nome do gênero veio do personagem Proteu de “Odisseia”, de Homero; personagem

esse que podia mudar sua forma e se transformar infinitamente. Proteus são

comensais comuns da microbiota gastrointestinal humana, comumente reconhecidos

clinicamente como causa de ITU.

Composto por seis espécies produtoras de urease, esse gênero é beneficiado

pelo pH alcalino, é altamente móvel e apresenta um odor desagradável

característico (BÁNKI et al., 2022). Estes microorganismos não fermentam a lactose

e participam da decomposição de matéria animal. Com exceção de P. cibarius e P.

terrae, foram isolados de espécimes clínicos e, com relação à homologia de seu

DNA, apresentam somente uma discreta relação com E. coli (YU et al., 2017).

Apesar do intestino humano ser colonizado por várias combinações de P.

vulgaris, P. mirabilis e P. penneri, apenas 0,05% da microbiota intestinal de

indivíduos saudáveis é composta por essas espécies (YATSUNENKO et al., 2012).

Estes microrganismos têm como fator de virulência a produção de endotoxinas, da

própria urease e de hemolisina, assim como a capacidade de mobilidade e de

fixação celular e sua disseminação é normalmente endógena.

2.3.1.3 Providencia

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8507844/#B19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8507844/#B19
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Providencia é um gênero pertencente à família Enterobacteriaceae,

constituído, de acordo com o Catalogue of Life (2022), por oito espécies de bactérias

Gram-negativas móveis, produtoras de urease. Comumente associadas a ITU, são

bacilos resistentes, habitantes de águas contaminadas por estações de tratamento

de esgoto, solo e águas residuais, capazes de causar infecções agudas como

diarreia, pneumonia e septicemia (CHOI et al., 2017). As espécies desse gênero são

encontradas em uma ampla gama de organismos vivos sendo consideradas

patógenos oportunistas nos seres humanos (SHIMA et al., 2016).

Uma das principais causas de patogenicidade desse gênero é possuir

resistência intrínseca a vários antimicrobianos, incluindo alguns Aβs utilizados contra

a resistência aos carbapenêmicos (MAGIORAKOS et al., 2012). Além de sua

resistência intrínseca, Providencia pode adquirir genes que codificam diferentes

enzimas, como o altamente patogênico blaKPC (TAVARES et al., 2015).

2.4 EVOLUÇÃO MOLECULAR: MUTAÇÃO, RECOMBINAÇÃO, SELEÇÃO E

DERIVA

Charles Darwin contribuiu enormemente para a Biologia, disso não há

dúvidas. Assim, nesse sentido, propor um mecanismo de evolução no qual espécies

se modificam e se diversificam através de eventos populacionais, sendo uma de

suas maiores contribuições. A esse fato, Darwin nomeou de seleção natural, no qual

vantagens adaptativas diversas, conferidas por ambientes determinados, tendem a

propagar-se nas populações através de herança genética. O resultado cumulativo

dessas variações origina a diversidade biológica.

Se sabe que a diversidade genética incide nos ácidos nucléicos e sua origem

é a mutação. Mutações, de acordo com Friedberg et al. (2006), são mudanças

permanentes que ocorrem nos genes, alterando a sequência das bases

nitrogenadas dos mesmos, podendo ser induzidas, produzidas por agentes

mutagênicos, ou espontâneas.

Nesse contexto, no geral, segundo Matioli e Fernandes (2012), uma mutação

necessita de dois processos para ocorrer: primeiro, a incorporação errônea de

nucleotídeos durante a replicação do DNA; e, segundo, um ou mais nucleotídeos
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lesionados que, após a replicação, não foram reparados. Assim, através de mutação

- responsável pela variabilidade genética -, novos alelos podem aumentar em

número em uma população num evento denominado deriva genética. Apesar de

mutações em regiões codificadoras do genoma não sinônimas poderem ser

consideradas as mais prejudiciais, paralelamente são importantes na sobrevivência

de espécies à mercê da seleção natural.

A recombinação do DNA, assim como a seleção natural, a mutação e a deriva

genética, tem seu papel importante na variabilidade genética. Seja através do

processo denominado crossing-over ou da segregação de cromossomos homólogos,

formando quiasmas, no qual novos rearranjos são gerados, contribuindo, assim, com

a diversidade biológica (MATIOLI; FERNANDES, 2012).

2.4.1 Relógio molecular

A maior parte de Eukarya possui uma quantidade de DNA muito superior

àquela que se entende necessária à regulação e à produção de proteínas. Desse

modo, o genoma pode ser dividido em regiões codificadoras, que contêm genes e

suas sequências regulatórias, e regiões aparentemente sem função, não

codificadoras.

Nesse contexto, como demonstrado por Yi et al. (2021), a taxa de mutação se

mostra bastante variável, a depender da região do genoma a ser analisada, por

apresentar probabilidades distintas de alterar os aminoácidos (aa.) conforme as

posições do códon onde ocorrer. Em regiões codificadoras, são ditas sinônimas ou

não sinônimas. Essa classificação está relacionada ao efeito que a mudança

provocará na proteína.

Quando um nucleotídeo é alterado por outro causando mudança no

aminoácido resultante, diz-se mutação não sinônima. Quando não há alteração no

aminoácido, é dita, sinônima. Ainda, a mutação pode ser classificada, também,

como mutação sem sentido, quando a alteração codifica um códon de parada.

Em resumo, a evolução molecular se baseia em três conceitos base: a

hereditariedade, variabilidade genética e os processos de especiação. O tempo e o

espaço são fatores determinantes para a hereditariedade, que tem como princípios
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as Leis de Mendel e a teoria cromossômica. A variabilidade genética está pautada

na mutação, migração, seleção e deriva, tendo como ferramentas, a recombinação e

os EGM, como os transposons, por exemplo. Já os processos de especiação se

baseiam na sistemática universal a partir da razão entre sinônimas (dS) por não

sinônimas (dN), qualquer genoma, seja vírus, bactérias, vertebrados ou não,

vegetais ou fungos (YI et al., 2021).

A razão de substituições não sinônimas por sinônimas, dN/dS (ω), é uma

ferramenta chave, frequentemente utilizada para inferência da seleção natural.

Normalmente, assume-se que as mutações sinônimas são seletivamente neutras e

espera-se que ω seja igual a 1, se não houver seleção em substituições não

sinônimas. Agora, quando a razão apresenta valores menores que 1, reflete

restrição seletiva (ou seja, seleção purificadora) e valores maiores que 1, uma

superabundância de substituições não sinônimas (ou seja, seleção positiva)

(RAHMAN et al., 2021).

2.5 GENOMA EM MOVIMENTO: ELEMENTOS GENÉTICOS MÓVEIS

2.5.1 Breve histórico e características moleculares

Os TEs foram primeiramente identificados molecularmente em plasmídeos

bacterianos, como elementos móveis capazes de carregar genes que conferem

resistência aos antimicrobianos. O uso da palavra transposon (Tn), que corresponde

a uma das classes desses TEs em bactérias, estendeu-se muito, passando a incluir

quaisquer elementos móveis presentes tanto em procariotos quanto eucariotos, que

se movem por meio de moléculas de DNA.

Previamente à era do sequenciamento genético, conhecia-se o genoma dos

organismos celulares que compõem os três âmbitos da vida (Eukarya, Bacteria e

Archaea) como integrados por mais que somente genes de cópias únicas

(CARARETO; MONTEIRO-VITORELLO; VAN SLUYS, 2015). Uma parte

considerável desses genomas são constituídos de sequências repetidas, entre elas

os TEs, com característica intrínseca de se transpor de um local para o outro,

tornando o genoma dinâmico e, mais importante, adaptável (BULLA et al., 2014).
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A caracterização dos TEs e a ideia do genoma ser instável foi pensada

primeiro por Barbara McClintock, citogeneticista descobridora da existência de EGM.

Assim sendo, sua principal conclusão foi que os TEs, também chamados de

elementos controladores de genes, são parte do desenvolvimento e evolução dos

organismos. Identificou-se, então, esses elementos como os maiores constituintes

dos genomas, sendo encontrados nos organismos e microorganismos pertencentes

a todos os reinos biológicos e em praticamente todas as espécies já estudadas,

desde os mais simples, como fungos e bactérias, a plantas, invertebrados e

vertebrados, como o homem. Em Eukarya, constituem 70% do genoma de algumas

plantas e anfíbios (ZAHA et al., 2014).

Em Bacteria em específico, os TEs podem desempenhar fundamental papel

durante processo de aquisição de resistência aos antimicrobianos e no surgimento

de linhagens multirresistentes; podem ser responsáveis também por tornar um

isolado bacteriano inócuo para determinado hospedeiro, patogênico (CARARETO;

MONTEIRO-VITORELLO; VAN SLUYS, 2015).

Os TEs podem ser transposons, plasmídeos de virulência, ilhas de

patogenicidade e bacteriófagos. O que define e difere um transposon dos demais

supracitados é justamente sua capacidade de mobilização - através da atividade de

transposases auto-codificadas no genoma dos organismos, estimulando mutações

instáveis, geralmente recessivas, pois propiciam inativação total ou parcial do gene

alvo da inserção (REYES et al., 2020).

A mobilidade dos transposons podem induzir mutações deletérias, ruptura

gênica e rearranjos cromossômicos. Entretanto, sua capacidade de se movimentar e

causar mutações, também gera impactos positivos, como afetar a regulação gênica,

que é um evento extremamente importante do ponto de vista evolutivo, com a

formação de novos genes e/ou inativação de outros, podendo resultar em novos

fenótipos selecionáveis pela seleção natural, favorecendo, assim, a diversidade

genética dos organismos (CHÉNAIS et al., 2012). Ainda, do ponto de vista evolutivo,

deve-se destacar a possibilidade de HGT, como observado por Sugita (2021), entre

espécies diferentes.

Elementos genéticos móveis, como já mencionado, TEs incluídos, são

provavelmente os principais motores da disseminação de genes de
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carbapenemases entre diferentes espécies bacterianas (REYES et al., 2020). O

primeiro sistema de classificação dos TEs foi apresentado em 1989. Desde então,

consoante novos TEs são identificados e suas organizações moleculares

desvendadas, esse sistema de classificação vem sendo constantemente

aperfeiçoado.

Atualmente existem diferentes tipos de TEs, e esses possuem níveis de

classificação, bem como, classe, subclasse, ordem, superfamília, família e

subfamília, de acordo com suas características estruturais e mecanismos de

transposição comuns.

2.6 ELEMENTOS GENÉTICOS MÓVEIS NO GENOMA BACTERIANO:

TRANSPOSON TN4401 E SUAS ISOFORMAS

O transposon altamente móvel Tn4401, de 10 kb e pertencente à família Tn3,

é frequentemente associado a genes blaKPC (DAVID et al., 2020). Detentor de

sequências assessoras de capacidade de se mobilizar no genoma, o transposon

(Figura 1) é composto por duas tnpA (transposase), uma tnpR (resolvase),

sequências de inserção, ISKpn6 e ISKpn7 - delimitadas por duas repetições

invertidas (IRs) imperfeitas de 39 pb -, o gene blaKPC e os genes istA e istB.

Figura 1 - Representação esquemática do transposon Tn4401. Os genes e suas orientações de
transcrição correspondentes estão indicados por setas horizontais. Representação esquemática do
transposon Tn4401 inserido no plasmídeo pOX38-Gen de E. coli.

Fonte: AIRES, 2017.

Nove isoformas do Tn4401 (Tn4401a a Tn4401i) foram identificadas até a

atualidade, caracterizadas principalmente por deleções, sendo Tn4401a e Tn4401b

as mais difundidas (YOON et al., 2018). A variante Tn4401a é identificada na

literatura por uma deleção de 99 pb entre a sequência de inserção ISKpn7 e o gene
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blaKPC; a isoforma “b” não apresenta deleção; a “c”, por uma mutação nucleotídica

no promotor e deleção de 215 pb; “d”, deleção de 68 pb; “f”, por um truncamento no

gene tnpA e ausência de tnpR; a “g” não apresenta tnpA nem tnpR, e possui uma

deleção de 215 pb na região não codificante; já a “h”, é caracterizada por ser uma

versão truncada da isoforma Tn4401e (deleção de 255 bp no gene blaKPC) e por

não possuir os genes tnpA e tnpR (NAAS et al., 2008; CHEN et al., 2012; BRYANT

et al., 2013; MARTINEZ et al., 2016; CHERUVANKY et al., 2017).

É importante dar destaque, entretanto, à deleção da sequência de inserção

ISKpn7 na isoforma Tn4401i, pois, como demonstrado por Beltrão (2017), pode

fazer o transposon perder sua capacidade de se transpor, visto que as sequências

de inserção são essenciais para a sua mobilidade. A Figura 2 ilustra a deleção dos

genes istA e istB (ISKpn7) da isoforma Tn4401b originando o transposon Tn4401d.

Figura 2 - Deleção da sequência de inserção ISKpn7 na isoforma Tn4401b, originando a isoforma
Tn4401d. Estrutura da isoforma Tn4401d truncada encontrada em K. pneumoniae ST258. O
sombreamento cinza denota regiões de homologia compartilhadas por Tn4401b e Tn4401d. Os
genes e suas orientações de transcrição correspondentes estão indicados por setas horizontais
pretas e os pontos de excisão estão indicados por linhas pontilhadas abaixo de Tn4401b.

Fonte: CHEN et al., 2012.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
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Analisar a história evolutiva dos genomas da tribo Proteeae (gêneros

Morganella, Providencia e Proteus) e seus elementos genéticos móveis mediante

padrões e variações na organização das sequências dos genomas e de suas

regiões vizinhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Localizar sequências do transposon Tn4401 de K. pneumoniae e E. coli

nos genomas de Proteus, Providencia e Morganella;

● Construir um banco de dados local com as sequências do elemento

genético móvel nos genomas de interesse;

● Verificar padrões e variações nas sequências de DNA das regiões de

interesse  e suas sintenias;

● Determinar a assinatura seletiva do gene blaKPC nos genomas de

interesse.

4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 SELEÇÃO DE GENOMAS E ILHAS

Para a seleção dos genomas, foi utilizada a base de dados National Center

for Biotechnology Information (NCBI), no qual Tn4401, Klebsiella e Escherichia.

foram utilizados como query e cujo critérios de inclusão consistiram em genomas

que apresentaram uma das nove isoformas do transposon Tn4401, eram da espécie

K. pneumoniae ou E. coli e continham genoma plasmidial completo no NCBI.

Após seleção, os genomas dos três gêneros constituintes da tribo Proteeae:

Morganella (taxid:581), Proteus (taxid:583) e Providencia (taxid:586), foram obtidos

fazendo-se uma busca com o BLASTn (megablast) (ALTSCHUL et al., 1997) contra

o genoma completo de K. pneumoniae e E. coli. Por fim, os links e os arquivos no

formato GenBank de todos os genomas foram compilados em um banco de dados

local.
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4.2  IDENTIFICAÇÃO DE REGIÕES DE SIMILARIDADE E SINTENIAS

Após seleção dos genomas de interesse, as sequências incluídas no banco

de dados local passaram por análise criteriosa. Para isso, foi realizado upload dos

arquivos no formato GenBank no software Islandviewer 4.0 (BERTELLI et al., 2017)

e cada plasmídeo passou por análise e seleção, sendo excluídos os que não

apresentavam genes denominados e/ou organizações genômicas descritas e

genoma plasmidial incompleto ou duplicado.

Posteriormente, os genes da ilha patogênica Tn4401 dos genomas de K.

pneumoniae e E. coli e de suas regiões vizinhas foram localizados, categorizados e

alinhados manualmente aos genes dos genomas da tribo Proteeae. Por fim, esses

alinhamentos foram compilados em uma tabela, onde cada gene denominado foi

destacado com uma cor distinta para facilitar a análise de similaridade, organização

e sintenia das sequências em quadro aberto de leitura (ORFs), tendo o gene blaKPC

do transposon como ponto central do alinhamento.

4.3 RELAÇÃO FILOGENÉTICA E ASSINATURA SELETIVA

As sequências FASTAS dos genes blaKPC dos genomas selecionados foram

alinhados no software MEGA version 11 com o algoritmo de ClustalW (TAMURA;

STECHER; KUMAR, 2021). A relação filogenética foi obtida utilizando o RNA

ribossomal 16S dos isolados em questão. Os alinhamentos também foram checados

visualmente. Em seguida, as mutações pontuais dos nucleotídeos e dos códons

foram contabilizadas, analisadas e categorizadas em sinônimas ou não sinônimas,

levando em conta as 12 classes de substituições de bases (YI et al., 2021). A título

de comparação das distâncias genéticas entre as populações, foi efetuado o cálculo

da distância par-a-par Nei-Gojobori (NEI; GOJOBORI, 1986) entre as sequências

FASTAS dos genes blaKPC dos transposons, utilizando-se, ainda, o software MEGA

version 11.

Nessa abordagem é determinada a razão dN/dS ao longo das sequências,

que são comparadas par-a-par em um alinhamento composto por x sequências de

DNA de mesmo comprimento. Nesse método, dN e dS são estimados pela
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contagem do número total de substituições sinônimas (S) e não-sinônimas (N) e pelo

número de sítios potencialmente sinônimos (s) e potencialmente não-sinônimos (n).

Estes valores são computados para cada códon sob a premissa de que as

mudanças de nucleotídeos têm a mesma probabilidade (NEI; KUMAR, 2000). Assim,

o número de substituições sinônimas foi calculado utilizando-se expressão:

dS = - (3/4.ln[1-(4/3).ps ])

E o número de substituições não sinônimas:

dN = - (3/4.ln[1-(4/3).pn])

Onde ps e pn são as proporções das diferenças sinônimas e não sinônimas,

respectivamente. Com isso, o valor de ω é obtido a partir das médias dos valores de

dN e dS.

5 RESULTADOS

5.1 TRANSPOSON TN4401 EM Klebsiella, Escherichia E NA TRIBO

Proteeae

Na literatura são descritas nove isoformas do transposon Tn4401. Contudo,

dos 55 genomas resultantes de E. coli e dos 920 de K. pneumoniae após busca no

NCBI, apenas sequências das isoformas Tn4401a, Tn4401b e Tn4401d foram

encontradas. Foram elas, respectivamente: K. pneumoniae, isolado Kp512 (ID

GenBank KT378596), de 9.919 pb; K. pneumoniae, Kp15 (KT378597), de 10.017 pb;

e K. pneumoniae, Kp529-1 (JN974188), de 4.875 pb. Já para E. coli foi selecionado

apenas o genoma plasmidial completo do isolado ESC53083 (CP070587), de 88.947

pb, pois a base da dados não fez distinção das isoformas do transposon em nenhum

isolado do gênero.

A Tabela 1 demonstra, em números, a quantidade de espécies e genomas

distintos resultantes, após Blastn, destacando os genomas incompletos que foram

excluídos para cada isoforma encontrada. Ao todo, 28 isolados de Morganella, 50 de

Proteus e 12 de Providencia retornaram do Blastn.

Tabela 1 - Retorno do Blastn de Klebsiella e Escherichia nos genomas da tribo Proteeae.
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Espécies
Encontradas

Genomas
Encontrados

Genomas
Incompletos

Genomas
Selecionados

Tn4401a

Morganella 1 8 0 8

Proteus 1 11 2 9

Providencia 2 2 1 1

Tn4401b

Morganella 1 8 0 8

Proteus 1 11 2 9

Providencia 2 2 1 1

Tn4401d

Morganella 1 12 0 12

Proteus 4 34 2 32

Providencia 2 11 1 10

Retorno do Blastn de K. pneumoniae e E. coli contra os gêneros Morganella, Proteus e Providencia.

Contudo, após passarem por análise criteriosa, foi visto que os isolados

retornados do Blastn de Tn4401a e Tn4401b foram exatamente os mesmos para

Morganella, Proteus e Providencia. Além disso, estes mesmos genomas se

encontravam repetidos após Blastn de Tn4401d. Devido a isso, e para incidir nos

critérios de inclusão, e visando atender os objetivos do presente trabalho, dos

genomas retornados, apenas 12 de Morganella, 32 de Proteus e 10 de Providencia

foram escolhidos.

5.2 PADRÕES E VARIAÇÕES NO GENOMA E SINTENIAS

Os 54 genomas escolhidos, após upload no software Islandviewer 4.0 e coleta

dos respectivos links (Apêndice A), passaram por uma segunda etapa de análise

criteriosa, seleção e exclusão. Além disso, conforme o recomendado, foram

utilizados 5 isolados de cada um dos gêneros constituintes da tribo Proteeae para

análise de regiões de similaridade e sintenias. Contudo, para o gênero Providencia,

após upload, os genes de β-lactamase dos isolados R7K, N15-01091 e 30905 foram
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descartados das análises pois o alinhamento das sequências apresentava muitas

falhas e muitas regiões não homólogas, possivelmente porque haviam disponíveis

isoformas diferentes do gene para os isolados em questão, resultando apenas em

duas espécies que se adequaram aos critérios de inclusão.

A Tabela 2 mostra as características genéticas de cada isolado selecionado

nos três gêneros da tribo. Com relação aos genomas de K. pneumoniae (KP15) e E.

coli (ESC53083), apresentaram 10.017 e 88.947 pares de base, tendo o transposon

entre as bases 59 e 9.658 e 3.650 e 13.150, com tamanho de 9,6 kb e 9,5 kb,

respectivamente.

Tabela 2 - Características genéticas dos isolados selecionados.

Pares de Base Total Tn4401 localização Tn4401 tamanho

Isolado M. morganii

Mmo-37590cz
MM46903
MM48659

GN28
AR_0133

30.051
54.351
62.326
46.123
71.304

5.086 - 14.586
17.281 - 26.781
17.281 - 26.263
9.216 - 17.178

49.121 - 51.577 e 54.181 -
56.631

9,5 kb
9,5 kb

8,98 kb
7,96 kb
2,45 kb

P. mirabilis

PM52808
PM52260

GN2
AR_0155
AR_0156

88.945
88.945
46.320

214.441
180.262

63.341 - 72.841
2.875 - 12.375
9.216 - 17.178

184.321 - 186.681
72.174 - 74.624

9,5 kb
9,5 kb

7,96 kb
2,36 kb
2,45 kb

P. stuartii

2021EL-01138 28.470 18.762 - 28.293 9,82 kb

Já em relação aos padrões, variações e sintenias, todos os 11 isolados da

tribo Proteeae partilhavam plasmídeos de estrutura semelhante transportando o

transposon Tn4401. Esses EGM demonstraram 98,11% a 100% de similaridade

entre si (Apêndice A). Nas figuras a seguir estão dispostas parte da estrutura dos

plasmídeos dos isolados de M. morganii (Figura 3), P. mirabilis (Figura 4), K.

pneumoniae, E. coli e P. stuartii (Figura 5), destacando a sintenia do transposon

Tn4401 e suas regiões vizinhas.
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Em um dos isolados de M. morganii (AR_0133), se encontrava duas cópias

de Tn4401, invertidas, contendo cada uma o gene blaKPC, sendo um deles mais

relacionado geneticamente com Providencia, e o outro, com K. pneumoniae (Figura

3). Dois isolados de P. mirabilis (AR_0155 e AR_0156) abrigavam, como

demonstrado na Figura 4, genes da ilha de resistência ao Mercúrio (Hg) a uma

distância de 4.537 pb da ilha de patogenicidade Tn4401 e, nos três gêneros, genes

relacionados à resistência a Sulfonamida e Cromato se encontravam adjacentes ao

transposon (Figuras 3 a 5).

Figura 3 - Sintenia e regiões vizinhas do transposon Tn4401 nos cinco isolados de M. morganii. Em
cinza se encontra o gene representante da resistência a Sulfonamida (sul1) e Cromato (chrA).
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Figura 4 - Sintenia e regiões vizinhas do transposon Tn4401 nos cinco isolados de P. mirabilis. Em
cinza se encontra o gene representante da resistência a Mercúrio, Sulfonamida (sul1) e Cromato
(chrA).

Em conformidade com a organização genômica do Tn4401, transportado pelo

plasmídeo de K. pneumoniae (Kp512) e E. coli (ESC53083), os plasmídeos da tribo

não apresentaram estruturas idênticas aos transportados pelos dois gêneros,

estando invertido em um isolado de Morganella (MMO-37590CZ), e apresentando
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deleções nas demais espécies da tribo. Além disso, contudo, o transposon de M.

morganii (GN28) apresentou organização genômica idêntica - incluindo local de

ancoragem e ausência das sequências de inserção ISKpn6 e ISKpn7 - ao

transposon de P. mirabilis (GN2), como estruturado na Figura 4.

Especificamente em relação à sua composição, os elementos comuns a todos

os isolados analisados foram o próprio gene codificante da β-lactamase - apesar de

ter sido observada diferentes isoformas -, a transposase tnpA, a resolvase tnpR e

ISKpn7. Os menos comuns, foram os genes istA e istB, tendo a isoforma do gene

blaKPC-6 exclusivo de P. mirabilis (AR_0155). Em geral, as estruturas dos

plasmídeos que transportavam uma das três isoformas do transposon, apresentaram

deleções, inversões, duplicações e mobilidade de grupos gênicos vizinhos, ora

semelhantes, ora diferentes.

Figura 5 - Sintenia e regiões vizinhas do transposon Tn4401 nos isolados de E. coli, K. pneumoniae e
Providencia. Em cinza se encontra o gene representante da resistência a Sulfonamida (sul1) e
Cromato (chrA).

Com relação especificamente ao gene blaKPC, foi encontrado as isoformas

blaKPC-2, blaKPC-3 e blaKPC-6 integrando os EGM numa proporção de 10:3:1.



36

Esse gene apresentou o padrão de 882 pb (293 aa.) nos isolados analisados. Em

relação ao conteúdo guanina-citosina (GC), Proteus foi o único gênero no qual as

proporções de guanina nos isolados variaram (G = 30,5 e 30,6), mas a de citosina

permaneceu inalterada, assim como nos demais gêneros, no qual a proporção de

citosina se manteve em 30,8 e a de guanina em 30,5.

5.5 RELAÇÃO FILOGENÉTICA E ASSINATURA SELETIVA

A Figura 6 destaca a relação filogenética entre os gêneros Klebsiella,

Escherichia e os gêneros da tribo Proteeae. Proteus e Morganella são mais

relacionados entre si, assim como Klebsiella e Escherichia; e, esses quatro gêneros,

são mais relacionados entre si do que com Providencia.

Figura 6 - Relação filogenética entre os gêneros Klebsiella, Escherichia e os gêneros da tribo
Proteeae.

Das 12 classes de substituições de bases, a transição T→C foi dominante no

catálogo de mutações (84,6%). Curiosamente, foi visto assimetria substancial nas
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mudanças de base. Por exemplo, a taxa de transição T→C foi muito maior do que a

de sua substituição reversa C→T (84,6% vs. 7,7%, respectivamente). Contudo, a

taxa de transição T→G foi 7,7% mas a de substituição G→T não foi detectada.

Com relação às mutações nas trincas de nucleotídeos, 92,30% foram

substituições não sinônimas, havendo troca de tirosina por histidina e de valina por

glicina numa taxa de 11:1. A distância genética par-a-par média de todos os isolados

analisados não chegou a 0,001, com valor mínimo de 0 e máximo de 0,002. A

Tabela 3 demonstra os valores dessas distâncias.

Tabela 3 - Valores de distância genética par-a-par (x10-3), baseado no modelo de Nei-Gojobori, dentro
dos isolados analisados.

x10-3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2 0

3 0 0

4 1,13 1,13 1,13

5 0 0 0 1,13

6 0 0 0 1,13 0

7 0 0 0 1,13 0 0

8 0 0 0 1,13 0 0 0

9 0 0 0 1,13 0 0 0 0

10 0 0 0 1,13 0 0 0 0 0

11 1,13 1,13 1,13 2,27 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13

12 1,13 1,13 1,13 2,27 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 0

13 1,13 1,13 1,13 2,27 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 0 0

Os isolados analisados foram denominados por números, sendo, em ordem crescente, do 1 ao 13: 1-
P. mirabilis (PM52808), 2 - P. mirabilis (PM52260), 3 - P. mirabilis (GN2), 4 - P. mirabilis (AR_0155), 5
- P. mirabilis (AR_0156), 6 - M. morganii (Mmo-37590cz), 7 - M. morganii (MM46903), 8 - M. morganii
(MM48659), 9 - M. morganii (GN28), 10 - M. morganii (AR_0133), 11 - P. stuartii (2021EL-01138), 12 -
K. pneumoniae (Kp15) e 13 - E. coli (ESC53083).

6 DISCUSSÃO

A instabilidade do genoma poderia não ser deletéria? De acordo com T.H.

Morgan, um dos fundadores da genética moderna, seria impossível. A priori, a
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instabilidade genômica geraria uma maior taxa de mutações, gerando organismos

mutantes que, consequentemente, os de maior valor adaptativo passaram pelo crivo

da seleção natural. O genoma possui diferentes mecanismos de proteção contra

processos que o torne vulnerável a mudanças, garantindo sua hereditariedade.

Contudo, parte dele é instável, conferindo às populações numerosas a capacidade

de se adaptarem mais rapidamente a situações críticas.

Há um profundo consenso na comunidade científica que, apesar de sua

natureza instável, os TEs geram inovações que propiciam a plasticidade necessária

para evolução estrutural e funcional dos genomas. Nesse contexto, embora alguns

isolados bacterianos bem-sucedidos possam disseminar a resistência verticalmente

(por exemplo, K. pneumoniae pertencente a CC258, carregando Tn4401/blaKPC), a

HGT, para as bactérias em específico, mais especificamente dos genes de

β-lactamase, através de EGM, como transposons, desempenha fundamental papel

durante processo de aquisição de resistência aos carbapenêmicos e no surgimento

de isolados multirresistentes (DUIN; DOI, 2017; ANGELIS et al., 2020).

Por ser atribuída a alta expressão de carbapenemases e β-lactamases,

enzimas responsáveis por conferir resistência K. pneumoniae e E. coli, adquiridas

através de TEs, são codificadas por genes blaKPC de plasmídeos (ADLER et al.,

2016; TIJET et al., 2016; BONNIN et al., 2020; REYES, 2020; DAVID et al., 2020).

Assim, independente de uma composição com maior número de unidades gênicas

nos diferentes transposon Tn4401 observados (Tabela 2), a unidade para codificar

β-lactamase encontrava-se presente nos diferentes isolados estudados (Figura 4 a

6).

Como as Enterobacteriaceae produtoras de KPC são vistas em números

crescentes em todo o mundo, entender a expressão do gene codificante de

β-lactamase e seu efeito sobre o grau de resistência aos carbapenêmicos

associados, pode ter consequências clínicas significativas. Dentro da família

Enterobacteriaceae, a tribo Proteeae possui resistência intrínseca a determinados

carbapenêmicos. Entretanto, ainda são raros os estudos de análise genômica

comparativa com K. pneumoniae e E. coli.

Na literatura são descritas nove isoformas do transposon Tn4401,

caracterizadas principalmente por deleções. Transposon, este, como mostrado na
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Figura 1, composto por duas tnpA, uma tnpR, duas sequências de inserção, ISKpn6

e ISKpn7 - delimitadas por duas IRs imperfeitas de 39 pb -, o gene blaKPC e os

genes istA e istB (AIRES, 2017). Contudo, foi observado que as isoformas Tn4401a

e Tn4401b são as mais difundidas (YOON et al., 2018). Algo corroborado pelos

resultados deste trabalho, demonstrado na Tabela 2, nos quais a maioria dos

isolados analisados continham uma das duas isoformas acima mencionadas, além

do Tn4401d (Figura 2).

Dos 54 genomas selecionados (Apêndice A), apenas cinco de M. morganii,

cinco de P. mirabilis e um de P. stuartii foram os representantes de cada gênero

(Tabela 2). Foi verificado que em nenhum dos genomas plasmidiais estudados o

transposon Tn4401 apresentou todas as unidades gênicas das sequências

correspondentes de K. pneumoniae (Kp15, Kp512, Kp529-1). A ordem foi a detecção

de deleções de sequências assessoras, como ISKpn7, ausente em 57,14% dos

genomas analisados, e a transposase (tnpA) e os genes istA e istB, ausentes em

20% das espécies de Morganella, 40% de Proteus e 50% de Providencia.

Duplicações e inversões também foram vistas e, em M. morganii, isolado

AR_0133, o gene blaKPC-2 se encontrava duplicado e invertido, numa distância de

2.604 pb um do outro (Figura 3), o que pode alterar a expressividade de β-lactamase

no isolado em questão.

Em relação à composição do transposon, os elementos constituintes comuns

a todos os isolados analisados foram o próprio gene codificante da β-lactamase - no

qual três isoformas foram vistas, sendo elas blaKPC-2, blaKPC-3 e blaKPC-6 -,

transposase tnpA, resolvase tnpR e ISKpn7. Os menos comuns, foram os genes istA

e istB, tendo o gene blaKPC-6 exclusivo de P. mirabilis (AR_0155).

Foi detectada a possível relação entre a ilha patogênica Tn4401 e a ilha de

resistência a Hg no gênero Proteus (Figura 4). As duas ilhas se encontravam à

distância de 4.537 pb na espécie P. mirabilis, isolados AR_0156 e AR_0155. Além

disso, há uma possível relação com a ilha de resistência a Sulfonamida e Cromato,

localizada adjacentemente ao transposon nos três gêneros da tribo.

Na literatura, até a atualidade, apenas um trabalho relaciona o gênero

Morganella com o transposon Tn4401. Este estudo, no qual revelou novos

plasmídeos transportando Tn4401a (IncN+R e ColRNAI), concluiu que a
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transposição interplasmídica e a mobilização de plasmídeos portadores de Tn4401a

contribuíram para a aquisição de blaKPC-2 em isolados de M. morganii. Além disso,

foi visto que o local de inserção do transposon variou (SUGITA et al., 2021). Essa

mobilidade pode ser também parte da história evolutiva dos isolados de Proteus

(GN2, AR_0155, AR_0156), Providencia (2021EL-01138) e Morganella (GN28,

AR_0133, Mmo-37590cz) estudados.

Com relação ao gênero Proteus, nenhum artigo foi publicado até o momento

analisando a relação entre a patogenicidade do gênero e a HGT através do

transposon Tn4401. Já ao gênero Providencia, há dois artigos; um de 2020,

demonstrando a presença da isoforma “b” e “d” em P. stuartii (REYES, 2020); e um

de 2015, demonstrando claramente a disseminação de blaKPC-2 para espécies da

tribo Proteeae nos Estados brasileiros, como P. stuartii, através do transposon

Tn4401 (TAVARES et al., 2015).

A detecção de padrões moleculares da evolução pela deriva genética e

seleção natural é comumente observado pelas substituições de nucleotídeos no

genoma e de aminoácidos nas proteínas (YANG, 2014). O termo substituição é

constantemente utilizado para referenciar uma modificação evolutiva. Substituições

evolutivas são estudadas pela comparação intra e inter populações de espécies. No

caso deste trabalho, foram comparadas as substituições nucleotídicas dos genes

codificantes de β-lactamase nos gêneros da tribo Proteeae em relação ao de K.

pneumoniae e E. coli.

De acordo com os resultados dos genomas estudados, a seleção purificadora

foi absoluta (Tabela 3), atuante na redução da frequência ou mesmo eliminação de

mutações deletérias das populações. Isso indica que, mesmo com toda a variação

típica de uma área de alta mobilidade, mutações e inversões podendo facilitar um

maior número de substituições não sinônimas, as trocas sinônimas foram neutras,

não havendo evidência de que a seleção natural possa estar guiando a troca de

aminoácidos. Mesmo que tenham sido observadas trocas nucleotídicas pontuais não

sinônimas, evidenciou-se o valor adaptativo, a seleção natural e a deriva na

manutenção dos genes codificantes de β-lactamase nos gêneros da tribo.

Sistematizando o vírus Sars-cov-2, um estudo recente de análise evolutiva

utilizou o cálculo da razão ω: uma maneira simples de avaliar a pressão evolutiva
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nas sequências de codificação de proteínas, pois, em princípio, pode revelar tanto a

magnitude quanto a direção da seleção em variantes não sinônimas (YI et al.,

2021). Este estudo demonstrou que esse cálculo é um importante, até a atualidade,

modelo matemático de aferição da seleção natural para qualquer organismo, seja

vírus, bactérias, vertebrados ou não, vegetais ou fungos.

Por outro lado, os testes baseados em ω necessitam de múltiplas

substituições para que  ω possa ser significativamente maior que 1: esse critério é

bastante rigoroso. Partindo da premissa de que a maior parte das mutações não

sinônimas são deletérias, como mencionado por Bitarello (2011), esse “critério não é

atendido muitas vezes, quando genes inteiros são analisados”. Isso ocorre porque

geralmente alguns códons estão sob seleção positiva, enquanto a maior parte das

mutações não sinônimas são deletérias e, portanto, estão sob seleção purificadora.

Um fato relevante para estas análises é que muitos isolados apresentaram

mais de uma isoforma do gene no banco de dados. Embora foi adotado uma

abordagem conservadora onde a isoforma com o padrão mais semelhante à de K.

pneumoniae (Kp15) e E. coli (ESC53083) foi utilizada nas análises, nem sempre as

isoformas estavam descritas ou eram semelhantes e, quando isso ocorria, o isolado

com a isoforma muito diferente das demais não era considerada. Isso também levou

as análises a terem um número de isolados ainda menor, como no caso do gênero

Providencia. Ainda que tenha sido utilizado o número mínimo recomendado, a

pequena quantidade de isolados analisados pode ter sido um fator limitante.

Em resumo, uma considerável parte das enzimas responsáveis pela RB são

adquiridas, codificadas por genes contidos em EGM, localizados em plasmídeos.

Estudos de caracterização molecular comprovam o transposon altamente móvel

Tn4401 como o EGM responsável pela dispersão de blaKPC. Foi estudado que o

transposon da tribo Proteeae possui estruturas, em sua maioria, distintas,

apresentando deleções, inversões, duplicações e mobilidades de grupos gênicos

vizinhos, ora semelhantes, ora diferentes. Além disso, estudou-se uma possível

relação entre essa ilha patogênica e a ilha de resistência a Hg, a Sulfonamida e

Cromato. Relação, essa, não mencionada na literatura até a conclusão da escrita

deste estudo, confirmando o quão importante é aprofundar e seguir estudos com

esses genes e ilhas genômicas.
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Diante do exposto, e como mencionado por Angelis et al. (2020), verifica-se

que a HGT de β-lactamase através de EGM, como o transposon Tn4401,

desempenha um papel importante na disseminação de genes de resistência a

β-lactâmicos dentro de Enterobacteriaceae. Apesar de configurar uma das principais

ameaças à saúde mundial e um desafio emergente para a comunidade científica,

para estes microrganismos, a disseminação desses genes é imprescindível, pois,

como mencionado por Pontes et al. (2018), a resistência aos antimicrobianos

permite a bactéria sobreviver e replicar na presença de medicamentos que atuam

para inibir ou matá-las.

7 CONCLUSÃO

Diferentes isoformas de Tn4401 foram reveladas nos isolados da tribo

Proteeae, contendo o altamente patogênico blaKPC. As isoformas contidas nos

plasmídeos dos gêneros Morganella, Proteus e Providencia se encontravam

incompletas, tendo os genes e as sequências de inserção internos com distintos

padrões de similaridade na sintenia gênica, resultado de deleções, inversões,

duplicações e mobilidade de grupos gênicos vizinhos.

Em relação à composição do transposon e suas unidades gênicas comuns, o

gene codificante da β-lactamase apareceu como regra nas três isoformas:

blaKPC-2, blaKPC-3 e blaKPC-6. Já a transposase tnpA, resolvase tnpR e ISKpn7

geralmente estavam presentes. Enquanto os genes istA e istB foram mais raros, o

gene blaKPC-6 foi exclusivo de P. mirabilis (AR_0155).

A seleção purificadora predominou na região codificadora do gene blaKPC

nos três gêneros analisados. Indicando uma redução da frequência ou mesmo

eliminação de mutações deletérias nas sequências de aminoácidos da β-lactamase.

Foi detectada uma tendência, até então desconhecida, dos genomas da tribo

Proteeae ter como vizinhos dos variantes do elemento Tn4401 as ilhas de

resistência a Mercúrio, Sulfonamida e Cromato.
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APÊNDICE A - BLASTN DAS ISOFORMAS DO TN4401 CONTIDA NO

PLASMÍDEO DE K. pneumoniae KP512 CONTRA OS GÊNEROS Morganella,

Proteus E Providencia

Nas tabelas a seguir constam os isolados retornados, e seus respectivos links

no NCBI e no Islandviewer 4.0, do Megablast das isoformas Tn4401a, Tn4401b e

Tn4401d contidas no plasmídeo de K. pneumoniae (Kp512, Kp15 e Kp529-1,

respectivamente) contra os gêneros Morganella, Proteus e Providencia.

Tabela 1 - Megablast da isoforma Tn4401a em Morganella, Proteus e Providencia.

Tn4401a

ID GenBank Isolado Plasmídeo Pares de base Similaridade (%)

Morganella

MF497782.1
CP070521.1
CP070535.1
CP070550.1
CP028958.1
MF156712.1
MN310368.1
MN310367.1

MMO-37590cz
MM46903
MM48659
MM50821
AR-0133

GN28
1712229813
170516602

pMMO-37590cz
p46903-KPC
p48659-KPC
p50821-KPC
unnamed2

pGN28-KPC
p229813-KPC
p516602-KPC

30.051
54.351
62.326
54.347
71.304
46.123
50.842
52.180

99,98
99,98
99,98
99,98
99,90
99,95
99,92
99,92

Proteus

CP070575.1
CP070571.1
CP021853.1
CP021695.1
CP045256.1
CP017086.1
CP017083.1
MF156710.1

PM52808
PM52260
AR-0156
AR-0155

L90-1
T18
T21
GN2

p52808-KPC
p52260-KPC

unitig-1
tig00000123

pL901
pT18
pT211

pGN2-KPC

88.945
88.945

180.262
214.441
24.983
59.035
24.225
46.320

99,98
99,98
100
100

99,95
99,95
99,95
99,95

Providencia

MN371230.1 8686 blaKPC 557 99,82

Megablast da isoforma Tn4401a contida no plasmídeo de K. pneumoniae Kp512 contra os gêneros
Morganella, Proteus e Providencia.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF497782.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1ASSKRF9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070521.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070535.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070550.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028958.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF156712.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN310368.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN310367.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/KFo120XClGWpLxSnJOaSZ6/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/dZBVnmLroelGgxIDtkWeu1/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/vj0Ln0gKG38xvPgI6azXZB/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/se5EG5Z32xFlpcRePRoLIR/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/rDdRLSMVfacefHB1wigVID/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/dDSddKcPz5W7YS8cNHcsoj/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/zAXUeNmBZPMkAHGnLYQgq5/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/mbhUYFZF8sHfMMlsYnZwjC/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070575.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070571.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021853.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021695.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045256.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017086.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017083.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF156710.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/ZJii2unfj2ibzxYW1NNRGW/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/e3raz7Mjr91gKvoUNjNj8v/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/PayKL0hKSraUyuClSzQ3ow/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/et4EpdiNI8mZXMoRH4GKUF/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/PPWzQq8TGb7fTFm9jkqG87/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/33RTirEkczhD4jmbJ7R3OO/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/xhyhlw4cAQPyJkB0luWAMc/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/SyVawNwA24KFByckQhFy9U/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN371230.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/HYB8WqzdhWQNjavQMWJfno/


51

Tabela 2 - Megablast da isoforma Tn4401b em Morganella, Proteus e Providencia.

Tn4401b

ID GenBank Isolado Plasmídeo Pares de base Similaridade (%)

Morganella

MF497782.1
CP070521.1
CP070535.1
CP070550.1
CP028958.1
MF156712.1
MN310368.1
MN310367.1

MMO-37590cz
MM46903
MM48659
MM50821
AR-0133

GN28
1712229813
170516602

pMMO-37590cz
p46903-KPC
p48659-KPC
p50821-KPC
unnamed2

pGN28-KPC
p229813-KPC
p516602-KPC

30.051
54.351
62.326
54.347
71.304
46.123
50.842
52.180

100
100
100
100

99,94
99,95
99,92
99,92

Proteus

CP021853.1
CP070575.1
CP070571.1
CP021695.1
CP045256.1
CP017086.1
CP017083.1
MF156710.1

AR-0156
PM52808
PM52260
AR-0155

L90-1
T18
T21
GN2

unitig-1
p52808-KPC
p52260-KPC
tig00000123

pL901
pT18
pT211

pGN2-KPC

180.262
88.945
88.945

214.441
24.983
59.035
24.225
46.320

99,97
100
100
100

99,95
99,95
99,95
99,95

Providencia

MN371230.1 8686 blaKPC 557 99,82

Megablast da isoforma Tn4401b contida no plasmídeo de K. pneumoniae Kp15 com os gêneros
Morganella, Proteus e Providencia.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF497782.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070521.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070535.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070550.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028958.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF156712.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN310368.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN310367.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/KFo120XClGWpLxSnJOaSZ6/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/dZBVnmLroelGgxIDtkWeu1/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/vj0Ln0gKG38xvPgI6azXZB/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/se5EG5Z32xFlpcRePRoLIR/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/rDdRLSMVfacefHB1wigVID/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/dDSddKcPz5W7YS8cNHcsoj/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/zAXUeNmBZPMkAHGnLYQgq5/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/mbhUYFZF8sHfMMlsYnZwjC/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021853.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070575.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070571.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021695.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045256.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017086.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017083.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF156710.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/PayKL0hKSraUyuClSzQ3ow/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/ZJii2unfj2ibzxYW1NNRGW/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/e3raz7Mjr91gKvoUNjNj8v/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/et4EpdiNI8mZXMoRH4GKUF/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/PPWzQq8TGb7fTFm9jkqG87/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/33RTirEkczhD4jmbJ7R3OO/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/xhyhlw4cAQPyJkB0luWAMc/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/SyVawNwA24KFByckQhFy9U/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN371230.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/HYB8WqzdhWQNjavQMWJfno/


52

Tabela 3 -  Megablast da isoforma Tn4401d em Morganella, Proteus e Providencia.

Tn4401d

ID GenBank Isolado Plasmídeo Pares de base Similaridade (%)

Morganella

MF497782.1
CP070521.1
CP070535.1
CP070550.1
CP028958.1
MF156712.1
MN310368.1
MN310367.1
AP018565.2
MK372385.1

MMO-37590cz
MM46903
MM48659
MM50821
AR-0133

GN28
1712229813
170516602

MH16-367M*
ABC140

pMMO-37590cz
p46903_KPC
p48659_KPC
p50821_KPC

unnamed2
pGN28-KPC

p229813-KPC
p516602-KPC

pMH16-367M_1
pABC140-NDM-1

30.051
54.351
62.326
54.347
71.304
46.123
50.842
52.180
73.129
52.591

100
100
100
100

99,75
99,59
99,11
99,11
100
100

Proteus

CP021853.1
CP021695.1
CP070575.1
CP070571.1
CP045256.1
CP017086.1
CP017083.1
MF156710.1
AP018566.2
MF490433.1
MF150118.1
KJ439039.1
KJ411925.1
MT585156.1
CP059057.1
MK941846.1
CP021551.1
CP070574.1
CP070570.1
MN148427.1

AR-0156
AR-0155
PM52808
PM52260

L90-1
T18
T21
GN2

MH13-009N*
PmPHI
A64421
PmCHE*
PmCHA*

HN2p
CriePir89
PM1157
AR-0159
PM52808
PM52260

PV835

unitig-1
tig00000123
p52808_KPC
p52260_KPC

pL901
pT18
pT211

pGN2-KPC
pMH13-009N_1
ilha genômica
pPM64421a

ilha genômica
ilha genômica
ilha genômica

-
pOXA-23

tig00000137
p52808_2
p52260_1

pPV835TEM24

180.262
214.441
88.945
88.945
24.983
59.035
24.225
46.320
72.564
58.088

176.346
86.128
88.202

198.567
71.448
60.018

161.830
40.918
40.918

174.086

100
100
100
100

99,59
99,59
99,59
99,59
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Providencia

OL547373.1
KX832926.1
KX774387.1
CP012903.1
AM901564.1
CP071069.1

pre001
16pre36*

30905
N15-01091

R7K
3347685

blaKPC
p16Pre36-1

pC131
pNDM15-1091

R7K
p3347685_1

918
43.191
118.501
117.812
39.792

188.750

98,19
100
100
100
100
100

Megablast da isoforma Tn4401d contida no plasmídeo de K. pneumoniae Kp529-1 contra os gêneros
Morganella, Proteus e Providencia. * determina os isolados dos quais não foi possível realizar upload
no software Islandviewer 4.0 pois gerou erros no mesmo.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF497782.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070521.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070535.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070550.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028958.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF156712.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN310368.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN310367.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018565.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK372385.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/KFo120XClGWpLxSnJOaSZ6/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/dZBVnmLroelGgxIDtkWeu1/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/vj0Ln0gKG38xvPgI6azXZB/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/se5EG5Z32xFlpcRePRoLIR/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/rDdRLSMVfacefHB1wigVID/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/dDSddKcPz5W7YS8cNHcsoj/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/zAXUeNmBZPMkAHGnLYQgq5/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/mbhUYFZF8sHfMMlsYnZwjC/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/rKrTtDiknec1ecANo4BShd/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021853.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021695.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070575.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070571.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045256.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017086.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP017083.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF156710.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018566.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF490433.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF150118.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ439039.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ411925.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT585156.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP059057.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK941846.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021551.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070574.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP070570.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN148427.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/PayKL0hKSraUyuClSzQ3ow/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/et4EpdiNI8mZXMoRH4GKUF/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/ZJii2unfj2ibzxYW1NNRGW/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/e3raz7Mjr91gKvoUNjNj8v/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/PPWzQq8TGb7fTFm9jkqG87/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/33RTirEkczhD4jmbJ7R3OO/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/xhyhlw4cAQPyJkB0luWAMc/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/SyVawNwA24KFByckQhFy9U/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/A2HBpe8jzEJvjzDf2L3RLq/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/ibdA0eKj1WiAGIBghaQotZ/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/mMp1zSB0BX4gLxfpw1eaA0/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/I99M3kBEp01edweedhubbl/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/2sqE9wfa6iv9c2yeYUgFMq/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/HGEijXig27lGDwvuRsRiGe/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/QBVwmziSDm6gJyv2iLHvrM/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/ffWudIbxCoqgjAfP0xRLjb/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/siFwwXAfTiykHbjz7NYRXT/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL547373.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX832926.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX774387.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012903.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM901564.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP071069.1
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/26Hw9Py6xTUl8hU3WS10GX/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/0y1V4CpgXjR7TekljkzCx6/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/pWpNifugoWko14c2p5VTbo/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/4YO38SRAyUL0Dfm6kihgAH/
https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/results/0E2Z7MzySmUOixz4fGoB6z/
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