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RESUMO

Klebsiella pneumoniae € um patégeno oportunista relacionado frequentemente a
quadros infecciosos, principalmente em pacientes imunodeprimidos. E reponséavel por
infecgbes hospitalares e comunitarias em todo mundo e pode ser encontrada
colonizando o trato gastrointestinal e a orofaringe de pessoas sadias. O atual interesse
nas infeccbes causadas por Klebsiella spp. se deve a propagacdo de cepas
multirresistentes aos antibioticos e produtoras de beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLs), em unidades hospitalares e nas comunidades. A associagdo entre a
variabilidade genética e a viruléncia de K. pneumoniae ndo é bem compreendida,
entretanto, ha evidéncias do comportamento diferenciado de cepas geneticamente
heterogéneas. Estudos na Europa demonstraram que isolados clinicos de K.
pneumoniae podem ser classificados em trés grupos filogenéticos, KPI, KPIl e KPIII,
atualmente reclassificadas em K. pneumoniae (KPI), K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae (KPII-A), K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (KPII-B) e K.
variicola (KPIIl), respectivamente. O objetivo deste estudo foi determinar a distribui¢cao
dos grupos filogenéticos de K. pneumoniae de origem clinica e da microbiota intestinal
normal, através da andlise filogenética com base em sequéncias do gene gyrA,
relacionados com os perfis de resisténcia aos antimicrobianos. Foram analisados 95
isolados de K. pneumoniae, provenientes de infec¢Oes hospitalares (n= 34) e da
microbiota intestinal normal de individuos saudaveis (n=61). Os isolados foram
identificados por bioquimica convencional e certificados pela PCR da regido intergénica
do operon ribossomal 16S-23S rRNA. A susceptibilidade aos antibidticos foi realizada
frente a 19 antibidticos pelo método de disco difusdo. Dos 34 isolados clinicos, 85%
foram resistentes a ampicilina/sulbactam, seguido por ticarcilina/acido clavulanico (76%),
cefepima (74%) e aztreonama (71%). Setenta e quatro por cento dos isolados clinicos
apresentaram resultados positivos no teste de triagem em Chromoagar ESBL. Os
isolados da microbiota intestinal normal foram altamente susceptiveis, apresentando
resisténcia as penicilinas de amplo espectro (57%), aminoglicosideos (33%) e
tetraciclinas (10%). Em relacéo aos grupos filogenéticos, o grupo KPI apresentou maior
proporcdo entre os isolados clinicos e da microbiota normal, ja o grupo KPIIl foi



encontrado em maior proporcao em isolados da microbiota intestinal normal. Os maiores
percentuais de resisténcia foram encontrados no grupo KPI, seguido do grupo KPIIl e
KPIl A e B. Foram classificados como multidroga resistente (MDR), 16 isolados clinicos
do grupo KPI, 3 isolados do grupo KPII-A e 2 isolados do grupo KPIII e de extensivamente
droga resistentes (XDR), 4 isolados do grupo KPI e 1 do grupo KPII-A. A presenca de
linhagens clinicas produtoras de ESBL, principalmente, K. variicola e de perfis de
resisténcia MDR e XDR nas linhagens clinicas de K. pneumoniae e K. quasipneumoiae,
demonstrada neste estudo, sinalizam a presenca de disseminacdo de genes de
resisténcia no ambiente hospitalar. Assim, podemos concluir que as relagbes
filogenéticas entre espécies e subespécies do género Klebsiella forneceu uma analise
da distribuicdo de propriedades fenotipicas que podem ser associadas com
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas distintas desse patdégeno, oportunista, em

ambientes hospitalares e na microbiota normal.

Palavras chave: Klebsiella pneumoniae. Grupos filogenéticos. Perfis de

resisténcia. Microbiota intestinal normal



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen often related to infections,
especially inimmunosuppressed patients. It is responsible too nosocomial and community
infections worldwide and can be found colonizing the gastrointestinal tract and oropharynx
of healthy people. The current interest in infections caused by Klebsiella spp. Is due to the
spread of multidrug-resistant strains to antibiotic and beta-lactamase producing extended
spectrum (ESBL) in hospitals and communities. The association between genetic
variability and virulence of K. pneumoniae is poorly understood, but there is evidence of
different behavior between strains genetically heterogeneous. Studies in Europe have
demonstrated that clinical isolates of K. pneumoniae can be classified into three
phylogenetic groups, KPI, KPIl and KPIIl, now reclassified the K. pneumoniae (KPI), K.
quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (KPII-A), K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae (KPII-B) and K. variicola (KPIIl), respectively. The aim of this study was
to determine the distribution of phylogenetic groups of K. pneumoniae from clinical and
normal intestinal microbiota origins by phylogenetic analysis based on sequences of gyrA
gene which is related to antimicrobial resistance profiles. Ninety-five K. pneumoniae
isolates from hospital infections (n=34) and normal intestinal microbiota of healthy
subjects (n=61) were analyzed. The isolates were identified by conventional biochemical
analysis and certified by PCR of intergenic region of ribosomal operon 16-23S rRNA. The
susceptibility to antibiotics was carried out against 19 antibiotics by disk diffusion method.
Of the 34 isolates, 85% were resistant to ampicillin/sulbactam, followed by
ticarcilin/clavulanic acid (76%), cefepime (74%) and aztreonam (71%). Seventy-four
percent of clinical isolates showed positives results in the screening test in vitro Chromo
agar ESBL. The isolates from the normal intestinal microbiota were highly susceptible,
showing resistance to broad-spectrum penicillin (57%), aminoglycosides (33%) and
tetracycline (10%). In relation to phylogenetic groups, the o KPI group had a higher
proportion of clinical and normal microbiota isolated; however, the group KPIIl group
presented greater representation among isolates from normal microbiota. The highest
percentages of resistance were found in the KPI group, followed by KPIIl and KPII- A e



KPII-B groups. Were classified as multidrug-resistant (MDR), 16 clinical isolates of the
KPI group, 3 isolates of KPII-A group and 2 isolates of KPIlI group and extensively drug
resistant (XDR), 4 isolates from the KPI group and 1 isolated of group KPII-A. The
presence of ESBL-producing strains of clinical; mainly K. variicola (KPIl) and MDR
resistant profiles and XDR clinical strains of K. pneumoniae (KPI) and K. quasipneuoniae
(KPI1I-A and B) demonstrated in this study indicate the presence of spread of resistance
genes in the hospital environment. Thus, we can conclude that the phylogenetic
relationships between species and subspecies of Klebsiella genus provided an analysis
of the distribution of phenotypic properties that can be associated with different clinical
and epidemiological characteristics of this pathogen, opportunistic, in hospitals and in the
normal microbiota.

Keywords: Klebsiella pneumoniae. Phylogenetic groups. Resistance profiles.

Normal intestinal Microbiota
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1. INTRODUCAO

1.1. MICROBIOTA INTESTINAL HUMANA

A microbiota humana estabelece-se no inicio da vida — o feto no utero é estéril e a
exposi¢cdo aos microrganismos inicia-se no parto durante a passagem pelo canal vaginal
e exposicao aos microrganismos presentes no ambiente (LI; ZHOU; LIU, 2013).

O termo microbiota se refere a diversa populagcdo de microrganismos, como as
bactérias e os fungos que habitam o corpo humano (BEIRAO et al, 2014). Estes
microrganismos colonizam diversas partes do corpo de individuos saudaveis como a
pele, boca, olhos, sistema respiratorio, sistema geniturinario e o trato gastrointestinal.
Essas microbiotas sdo coletivamente referidas como microbiota normal. As comunidades
microbianas, que colonizam os humanos, somam cerca de 100 trilhdes de células, dez
vezes mais que o numero de células humanas (MADIGAM; MARTINKO, 2010).

Os microrganismos que compdem a microbiota normal podem existir como:
mutualistas quando protegem o hospedeiro, competindo com patdégenos comuns,
produzindo nutrientes importantes e contribuindo para o desenvolvimento do sistema
imunoldgico; comensais, quando mantém associacdes aparentemente neutras sem
beneficios ou maleficios detectaveis ao hospedeiro; e oportunistas, quando provocam
doencgas em individuos imunocomprometidos (MADIGAM; MARTINKO, 2010).

A microbiota é benéfica para o individuo quando ha simbiose com o hospedeiro,
equilibrio entre as necessidades e efeitos reciprocos (KIRJAVAINEN; GIBSON, 1999). A
relacdo de simbiose entre a microbiota intestinal e o ser humano apresenta vantagens ao
hospedeiro: protecao, producao de vitaminas, fornecimento de energia, desenvolvimento
do sistema imune e integridade do tecido intestinal (LAWLEY; WALKER, 2013).

O trato gastrointestinal alberga o maior nimero e a maior diversidade de espécies
bacterianas, que colonizam o corpo humano. Através de estudos de metagendmica,
estima-se que o trato intestinal humano contém 1800 géneros distintos de bactérias,

sendo estes representados por aproximadamente 15.000-36.000 espécies. Muitos
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desses microrganismos sdo espécies ndo-cultivaveis pertencentes aos filos Firmicutes e
Bacteroidetes (STEARNS et al, 2011).

As bactérias sdo frequentemente mais relacionadas a sua capacidade de
desencadear infeccbes, do que a seus efeitos benéficos (BRANDT et al, 2006).
Entretanto, a microbiota intestinal, adquirida no periodo pés-natal, € composta por grande
diversidade de bactérias que desempenham diferentes funcdes no hospedeiro humano,
entre elas a absorcéo de nutrientes, protecao contra patdbgenos e modulagéo do sistema
imune (MORAIS; JACOBY, 2014).

As bactérias benéficas da microbiota intestinal, competem por sitios de adesao e
por nutrientes, impedindo o estabelecimento de bactérias patogénicas (BRANDT et al,
2006). Em sua funcdo imunomoduladora, a comunidade bacteriana interage com as
células do epitélio intestinal do hospedeiro e provoca uma resposta continua do sistema
imune, dessa forma, o trato gastrointestinal e sua microbiota, sédo considerados
importantes para a tolerancia imunologica (GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Outra funcéo benéfica da microbiota intestinal esta relacionada a contribuicéo para
a nutricdo e metabolismo do hospedeiro. A acdo das bactérias intestinais sobre
determinados nutrientes permite um melhor aproveitamento dos mesmos. Isto ocorre
com substratos que chegam nao digeridos ao Iimen do célon, principalmente
carboidratos, que sdo fermentados e formam &cidos absorviveis pela mucosa. O
processo é denominado salvamento energético e forma os acidos graxos de cadeia curta,
gue constituem a principal fonte de energia dos colondcitos e tém efeito tréfico no epitélio
intestinal. Estes microrganismos também desempenham ainda um papel na sintese da
vitamina K (EDWARDS; PARRET, 2002; GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Os individuos apresentam composi¢cdes bacterianas distintas, sendo esta
composicdo em parte definida geneticamente e, em outra, determinada por
caracteristicas individuais e ambientais, como a forma de nascimento (parto normal ou
cesariana), idade e habitos alimentares, o que resulta numa grande variabilidade intra e
interindividual (PENDERS et al, 2006; HUTTENHOWER; MORGAN; SEGATA, 2012).

A composicdo e a densidade bacteriana sdo variaveis ao longo do trato

gastrointestinal, apresentando 10 bactérias/ml no estdmago e 10'? bactérias/g de fezes
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na parte distal do col6n, onde se verifica maior diversidade microbiana (LESER;
MOLBAK, 2009) (FIGURA 1).

Figura 1. Representacdo esquematica da densidade bacteriana ao longo do trato intestinal
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Os numeros descritos nas diferentes secdes do intestino correspondem a quantidade de
bactérias por grama do conteldo intestinal encontrado em individuos saudaveis. Adaptado de:
LESER; MOLBAK, 2009.

No estbmago e no intestino delgado o ambiente é desfavoravel para a colonizacéo
e proliferagdo bacteriana, devido a agédo bactericida do suco géstrico, da bile e da
secrecao pancredtica e, também, pelo intenso peristaltismo do intestino delgado. O ileo
€ um sitio de transi¢éo bacterioldgica, entre a escassa populacao bacteriana do jejuno e
a densa microbiota do célon. No célon, as bactérias encontram condi¢cdes favoraveis
para sua proliferacdo devido a auséncia de secrecdes intestinais, peristaltismo lento e
abundante suprimento nutricional. A populagdo microbiana do célon alcanca de 10%° a
10'2 microrganismos por grama de conteldo intestinal e supera em niimero o total das
células eucaribticas presentes no corpo humano (GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Diversos géneros de microrganismos compdem a populacéo bacteriana intestinal,
dentre eles destacam-se: Lactobacillus, Streptococcus, Bacteroides, Bifidobacterium,
Ruminococcus, Clostridium, Escherichia, Proteus, Enterococcus, Methanobrevibacter,
Staphylococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus e Klebsiella (MADIGAN; MARTINKO,
2010).
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A microbiota intestinal pode permanecer estavel durante longos periodos, no
entanto, fatores externos como a alimentacao, desidratacdo, idade, origem geografica,
consumo de antibiéticos e probidticos sdo responsaveis pela alteracdo da sua
composicao, justificando sua complexidade e diversidade (ROLAIN, 2013). Além disso, 0
trato intestinal é considerado um importante reservatério de bactérias e genes de
resisténcia aos antibiéticos com papel fundamental no desenvolvimento de algumas
patologias, como inflamacdo intestinal, obesidade e desnutricio (SCHJORRING;
KROGFELT, 2011; BAQUERO; NOMBELA, 2012).

Durante o tratamento com antibioticos, as bactérias da microbiota intestinal séo
expostas, mesmo que por periodos curtos, a pressdo seletiva que induz de forma
silenciosa as alteracbes na sua composicao, diminuindo a diversidade bacteriana e a
susceptibilidade aos antibidticos, aumentando assim a prevaléncia de bactérias
resistentes (Figura 2) (JERNBERG et al, 2010). Entretanto, a alteracdo da composigéo
bacteriana da microbiota intestinal pelo consumo de antibiéticos depende do espectro de
acdo do mesmo, dosagem, duracdo do tratamento, via de administracdo e de suas
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Mesmo os antibiéticos da mesma
familia e mesmo espectro de atividade, podem ter um impacto muito diferente,
dependendo da velocidade de excrecdo intestinal (JERNBERG et al, 2010; RUPPE;
ANDREMONT, 2013).

Figura 2. Impacto da administracao de antibidticos na microbiota intestinal

a b c d e

(a) antes do tratamento com antibiéticos, populacéo bacteriana normal, com bactérias susceptiveis aos
antibioticos (cor verde); (b) tratamento com antibidtico; (c) aumento significativo de bactérias resistentes
(cor violeta); (d) fim do tratamento; (e) reducdo de bactérias resistentes aos antibidticos ao longo do
tempo e estabilizacdo da microbiota intestinal (adapatado de JERNBERG et al, 2010).
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Bactérias resistentes aos antibiéticos podem permanecer na microbiota intestinal
durante meses, de forma assintomatica, representando maior risco de desenvolvimento
de infecdo, particularmente em doentes clinicamente vulneraveis (LAWLEY; WALKER,
2013).

Em um estudo utilizando sequenciamento de nova geracdo (next-generation
sequencing), foi analisada a diversidade fecal de trés individuos saudaveis que foram
submetidos a doses de ciprofloxacina por dois periodos de 5 dias cada. Do primeiro
periodo de tratamento para o segundo, houve um intervalo de 190 dias. Ao final da
exposicdo a ciprofloxacina, observou-se a diminuicdo da diversidade e alteracdes na
composigdo da microbiota intestinal. Essas alteragdes ocorreram no intervalo de 3-4 dias
apos o inicio da administracdo da droga. O desequilibrio causado pelo uso da
ciprofloxacina na microbiota intestinal desses individuos demorou varias semanas para
ser eliminado (DETHLEFSEN; RELMAN, 2011).

A colonizacdo do trato gastrointestinal por Klebsiella spp resistentes aos
antibioticos pode ocorrer em todas as pessoas e constituem importantes fontes de
transmissao. Estudos tém demonstrado que pelo menos 80% dos pacientes com infec¢éo
por K. pneumoniae produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) tiveram
infeccbes precedidas pela colonizagdo do trato gastrointestinal (SHALES, 1997;
PATERSON; BONOMO, 2005).

Assim, o trato intestinal humano é considerado um local emergente de bactérias
resistentes aos antibiéticos, sendo um importante reservatério e espaco de intercambio
de genes de resisténcia entre bactérias comensais e patogénicas, como, por exemplo,
os bacilos Gram negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae (ROLAIN, 2013;
RUPPE; ANDREMONT, 2013).

1.2. Klebsiella pneumoniae

O género Klebsiella, descrito em 1885 por Trevisan pertence a familia

Enterobacteriaceae, e compreende atualmente 6 espécies: Klebsiella pneumoniae,
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subdividida em subsp. pneumoniae, subsp. ozaenae e subsp. rhinoscleromatis, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena, Klebsiella ornithinolytica e Klebsiella
variicola (MARTINEZ et al, 2004; ROSENBLUETH et al, 2004). Entre as trés subespécies
de Klebsiella, a subespécie pneumoniae esta entre as bactérias mais comumente
encontradas em todo o mundo, entretanto, ja foram descritos isolados clinicos de K.
planticola relacionados a sepse (PODSCHUM; ULLMANN, 1998). E também conhecida
primariamente como patdgeno que causa graves pneumonias e bacteremias adquiridas
na comunidade, principalmente em etilistas com desfechos fatais para os nao tratados.
Como patégeno oportunista compromete individuos imunocomprometidos e
hospitalizados que apresentam sérias doencas de base. Os principais sitios priméarios de
infeccdo sdo o trato respiratério e o urinario, mas também causa infec¢des intra-
abdominais e no sangue (KONEMAN et al, 2001).

K. pneumoniae € um bastonete gram-negativo anaerdbio facultativo, nao
esporulado, imével, e cujo tamanho varia de 0,3 a 1u de didametro e 0,6 a 6 de
comprimento. Esses bacilos expressam em sua superficie celular um polissacarideo
capsular (antigeno K) que recobre toda a célula. A presenca da capsula polissacaridica
€ considerada o mais importante fator de viruléncia de K. pneumoniae. Ela é responsavel
pela resisténcia das bactérias a diversos mecanismos de defesa do hospedeiro
(PODSCHUM; ULLMANN, 1998; BRISSE, 2009). Além disso, pode causar qualquer tipo
de infeccdo em ambientes hospitalares, incluindo surtos em recém-nascidos e adultos
em UTI, o que é provavelmente associado a sua capacidade de se espalhar rapidamente
no ambiente hospitalar (PODSHUN; ULLMANN, 1998; UMED, 2002; MARTINEZ et al,
2004). Dentre as sindromes clinicas mais frequentes relacionadas a K. pneumoniae,
estdo: pneumonia, infeccbes do trato urinario, trato gastrointestinal e de feridas,
bacteremias, rinite crbnica atréfica, artrites, enterites, meningites em criancas e
septicemia (BRISSE; VERHOEF, 2001; BRISSE et al, 2009; HOLT et al, 2015).

K. pneumoniae pode ser encontrada colonizando a orofaringe e o trato intestinal
de pessoas sadias, causando infec¢des, principalmente, em organismos
imunodeprimidos, sendo assim, considerado um patégeno oportunista (MARTINEZ et al,
2004; SOUZA; RODRIGUES; MORAIS JUNIOR, 2005). A frequéncia de isolamento de

K. pneumoniae na orofaringe de pessoas saudaveis é de 1-6% e no trato intestinal de 5
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a 32%. Ja em pacientes hospitalizados a taxa de deteccdo dessa bactéria é de 77% em
amostras de fezes e de 19% na orofaringe (KONEMAN et al, 2001). A colonizacéo da
orofaringe é fonte de infeccbes pulmonares em pacientes debilitados por alcoolismo,
diabetes e portadores de doencas pulmonares crénicas (MADSON et al, 1994; INGHAM,
2000; UMED, 2002). K. pneumoniae € um importante patdgeno de infec¢des tanto no
meio ambiente comunitario quanto no hospitalar. O numero de surtos hospitalares
causados por este microrganismo é cada vez maior devido a alteracfes no padrao de
sensibilidade aos antimicrobianos. Sua transmisséo ocorre por contato direto ou por fonte
comum podendo ocorrer em qualquer area fisica hospitalar e acometer pacientes
clinicos, cirdrgicos e pediatricos. Esta entre os principais patdgenos que causam
bacteremias nos Estados Unidos e Canada. Na América Latina, € o terceiro patdgeno
mais prevalente, isolado do trato respiratorio de pacientes hospitalizados com pneumonia
(MARRA et al, 2011).

No meio ambiente, as bactérias do género Klebsiella estdo presentes em agua
superficial, esgoto, solo e plantas (BRISSE et al, 2001; ROSENBLUETH et al, 2004) e
ainda nas mucosas de mamiferos, tais como os seres humanos, cavalos e porcos.
Espécies do género Klebsiella, bem como dos géneros Enterobacter e Citrobacter, sao
comuns em humanos (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

No ambiente hospitalar, a taxa de colonizacdo por Klebsiella spp. € alta. A
transmisséo de cepas de K. pneumoniae multirresistente entre os pacientes € frequente
e nas unidades de tratamento intensivo € amplificada, devido a falta de higienizacéo das
maos da equipe hospitalar (ANVISA, 2007). Em um estudo, 2 semanas apés a admisséo
hospitalar, foi observado um aumento de duas a quatro vezes nas taxas de colonizacao
por Klebsiella. Este aumento ocorreu principalmente em doentes tratados com
antibioticos, especialmente naqueles que receberam mudltiplos antibiéticos de amplo
espectro (POLLACK et al, 1972).

Dados globais mostram gque a prevaléncia de K. pneumoniae produtoras de ESBL,
gue sdo enzimas que atuam na hidrélise dos antibiéticos beta lactamicos, foi de 44% na
América do Sul, 33% na Europa, 22% na Asia e 12% nos Estados Unidos (EJAZ et al.,
2013). As infeccdes hospitalares por K. pneumoniae sdo um grave risco a saude

especialmente em unidades de neonatologia (HOLT, 2015).
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O principal reservatorio para a transmissdo de Klebsiella tanto no ambiente
hospitalar, quanto na comunidade € o trato gastrointestinal humano (ANVISA, 2007;
VILAR, 2013).

1.3. K. pneumoniae NO AMBIENTE HOSPITALAR

Nos hospitais, 0 uso generalizado e excessivo da terapia antimicrobiana tem sido
muitas vezes responsavel pela ocorréncia do aumento de cepas de Klebsiella resistentes
em hospitais (ANVISA, 2007).

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) determinadas por
bactérias multirresistentes ocorrem tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento (GISKE et al, 2008), porém o problema é mais expressivo nos hospitais
de paises em desenvolvimento devido a escassez de recursos financeiros, humanos,
laboratorios habilitados e praticas de prevencdo e controle de infec¢cdes hospitalares,
além do uso elevado e abusivo de antimicrobianos (TOUFEN et al, 2003). Estas infec¢des
constituem um grave problema de saude, ocasionando um significativo aumento da
morbidade e mortalidade (ALANIS, 2005; VOOTURI et al, 2009). O aumento no tempo
de internacao e nos gastos do sistema de saude, no combate as infec¢cdes hospitalares,
geram um grande impacto econdmico para o hospital e para a saude publica
(MEIRELLES et al, 2002; NEIDELL et al, 2012).

A ocorréncia das infeccbes causadas por microrganismos resistentes aos
antibioticos constitui um problema mundial de Saude Publica. Sabe-se que os hospitais,
em geral, sdo caracterizados como ambientes onde é exercida uma grande pressao
seletiva devido a enorme variedade de substancias quimicas utilizadas, como parte de
programas de controle de infec¢gbes hospitalares. A associacdo dessas substancias e
microrganismos resulta, muitas vezes, na selecéo de bactérias multirresistentes (YANG
et al, 2009). Droppa e colaboradores (2009) observaram que das 127 cepas produtoras

de ESBL, isoladas de um hospital universitario, 96 (75,6%) foram de isolados de K.
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pneumoniae e 12 (9,3%) de E. coli, demonstrando a alta prevaléncia dessas espécies
bacterianas nas infecgbes hospitalares.

Procedimentos invasivos, utilizacdo de antibidticos e internacbes consecutivas,
representam fatores de risco inerentes as instituicdes hospitalares que aumentam a
probabilidade de aquisicdo e disseminacdo de bactérias resistentes aos antibiticos
(CDC, 2013; LAUTENBACH, 2013). Bactérias resistentes, uma vez disseminadas,
tornam-se um grande problema no controle de infeccbes, ndo somente dentro da
instituicdo hospitalar, mas em toda a comunidade. Portanto, a caracterizacdo acurada e
rapida dos isolados hospitalares, bem como o estabelecimento de perfis de
susceptibilidade aos antimicrobianos podera contribuir para maior eficiéncia no
tratamento, na recuperacdo de pacientes hospitalizados e na reducdo dos custos
(HALLEY et al, 1990; KOLLEF et al,1999).

A resisténcia a varios antimicrobianos, como as cefalosporinas de terceira e quarta
geracdes, é um problema bem conhecido entre as enterobactérias, pela presenca de
genes de resisténcia, que sdo constantemente expressos, quando comparados com
bactérias susceptiveis aos antibioticos (JACOBY; PRICE, 2005).

As espécies de K. pneumoniae e Escherichia coli representam as enterobactérias
mais frequentes como agentes de infec¢des hospitalares (GISKE et al, 2008). Um estudo
na cidade do México demonstrou uma maior prevaléncia de Escherichia coli (31.8%) e K.
pneumoniae (35.3%) produtoras de ESBL de amostras hospitalares em relacdo aquelas
de origem comunitaria (NAVARRO et al, 2011).

No Brasil, a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em
Servicos de Saude (Rede RM) em 2012, mostrou que 25,3% dos isolados de K.
pneumoniae eram resistentes a cefalosporinas e carbapenémicos, entretanto 35,3%
foram resistentes apenas as cefalosporinas. Por outro lado, 26,7% dos isolados de E. coli
foram resistentes as cefalosporinas e 6,3% foram resistentes a cefalosporinas e aos
carbapenémicos. Isolados de Enterobacter spp. e Serratia spp. apresentaram um
percentual de 32,9% e 37,5% de resisténcia a cefalosporinas e para ambas as drogas,
foram encontrados percentuais de 11,4% e 7,2% resistentes, respectivamente, em

infeccéo de corrente sanguinea primaria em pacientes adultos hospitalizados na UTI.
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Gales e colaboradores (2012) avaliaram a prevaléncia de bactérias causadoras de
infecgbes em hospitais de paises da América Latina em diferentes sitios. Em infec¢des
pulmonares, K. pneumoniae foi o quarto microrganismo mais isolado (10,2%), seguido
de Enterobacter spp. (5,1%), E. coli (4,7%) e Serratia marcescens (3%). Enquanto em
infeccbes na pele e tecidos moles, E. coli foi o segundo mais isolado (19,7%) e K.
pneumoniae, o quarto (10,4%). Em infec¢des da corrente sanguinea, E. coli foi o segundo
microrganismo mais isolado (19%), seguido de K. pneumoniae (12,3%).

Um estudo de vigilancia realizado em hospitais americanos no periodo de 2009 a
2010 pela National Healthcare Safety Network (NHSN), do Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) mostrou que cinco géneros de Enterobacteriaceae estavam entre
os 10 microrganismos mais frequentemente isolados de infec¢des hospitalares. E. coli foi
o terceiro mais isolado (11,5%), Klebsiella spp. foi o sexto (8%), Enterobacter spp.
encontrava-se em oitavo lugar (4,7%), seguido de Proteus spp. (2,5%) e Serratia spp.
(2,1%) (SIEVERT et al, 2013).

Em um Hospital Universitario do Brasil, foram estudados setecentos isolados de
enterobactérias de amostras clinicas de pacientes internados, dos quais 356 (50.9%)
foram identificados como E. coli, 167 (23.9%) K. pneumoniae, 134 (19.1%) Enterobacter
spp., 28 (4.0%) Proteus mirabilis e 15 (2.1%) K. oxytoca (VIDAL et al, 2011). Entre agosto
de 2009 e outubro de 2010 foram registrados casos de infeccdes por Klebsiella
pneumoniae em muitos estados brasileiros. No Distrito Federal houve a maior ocorréncia,
207 casos, em Sado Paulo registrou-se 70 casos e em Minas Gerais 38 (ANVISA, 2010).

A frequéncia de isolamento de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemases (KPC) em individuos hospitalizados no Brasil € maior do que nos EUA
e na Europa (RIBEIRO et al, 2015). O surgimento de enterobactérias multirresistentes
representa um grave problema de Saude Pdblica, o que tem exigido esforgo
multidisciplinar para prevencgéao, controle e deteccgéo laboratorial satisfatoria (GISKE et al,
2011).
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1.4. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A descoberta de agentes infecciosos no fim do século XIX estimulou a pesquisa
de tratamentos terapéuticos, entretanto, somente com o surgimento dos antibiéticos na
metade do século passado, o tratamento contra as infeccbes bacterianas foi bem-
sucedido. Os antibidticos revolucionaram a medicina e sua descoberta foi um marco na
histéria humana, porém com uso dessas drogas, rapidamente 0s microrganismos
adaptaram-se e desenvolveram diversos mecanismos de resisténcia aos antibiéticos
(DAVIES; DAVIES, 2010).

Em uma escala evolutiva, a explosdo macica de fendtipos resistentes aos
antibiéticos é um evento muito recente que se seguiu a producdo e utlizacdo de
antibidticos em grande escala na medicina clinica, veterinaria, agricultura, aquicultura,
horticultura e outras atividades humanas (RUSTAM, 2009). Ja a evolucédo e aquisicdo de
genes de resisténcia pelas bactérias em funcdo do uso indevido dos antibiéticos e a
prescricdo excessiva destes medicamentos, geraram uma forga motriz que influencia a
selecéo da resisténcia. Uma variedade de mecanismos fisioldégicos e bioguimicos pode
ser responsavel pela resisténcia bacteriana. A complexidade dos processos que
contribuem para a emergéncia e dissemina¢do desses mecanismos e a falta de controle
e prevencdo de fatores que desencadeiam o desenvolvimento de patdgenos
multirresistentes sdo a grande preocupacado da maioria das agéncias internacionais e
nacionais de saude (DAVIES; DAVIES, 2010).

Um microrganismo pode ser constitutivamente resistente ou adquirir resisténcia a
um determinado antibiético. A resisténcia intrinseca é a caracteristica inata da bactéria
de ndo apresentar susceptibilidade a um determinado agente antimicrobiano, devido a
caracteristicas estruturais ou funcionais. Este fenétipo ocorre devido a diferentes fatores:
falta de afinidade do agente antimicrobiano pelo alvo na bactéria; inacessibilidade do
agente ao interior da célula; extrusdo do agente por exportadores ativos; ou producao
inata de enzimas que inativam a droga (HAWKEY, 1998; HAEGGMAN et al, 2004).

Os antibioticos beta-lactamicos sdo os mais prescritos mundialmente e a producéo

de beta-lactamases como as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) é um dos
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principais mecanismos de resisténcia a estes antimicrobianos. Um estudo realizado no
Brasil, na cidade de Caxias do Sul (RS), encontrou cepas resistentes portadoras do gene
blashv em isolados nosocomiais, de infec¢des na comunidade e em isolados de K.
pneumoniae, obtidos da microbiota de individuos saudaveis (WOLLHEIM, 2011). A
capacidade ou ndo das beta-lactamases em conferir resisténcia ird depender da
quantidade de enzima produzida, da habilidade desta enzima em hidrolisar o
antimicrobiano em questdo e da velocidade com que o beta-lactamico penetra pela
membrana celular externa da bactéria (LIVERMORE, 2001). Outro mecanismo de
resisténcia intrinseca € a expressao das bombas de efluxo, que impedem que o
antibidtico tenha acesso ao seu alvo intracelular, bombeando-o para fora da célula. A
bomba de efluxo AcrAB estd envolvida na resisténcia a quinolonas e a outros
antimicrobianos, como beta-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclina e cloranfenicol. A
variacéo na atividade dessas bombas ocorre devido a altera¢des na transcricao de genes
envolvidos na regulacdo e/ou expressao do sistema de efluxo (HASDEMIR et al, 2004;
PADILLA et al, 2010).

A resisténcia adquirida ocorre quando uma bactéria previamente sensivel aos
antibiéticos desenvolve resisténcia, que ocorre por meio de muta¢des ou por aquisicao
de resisténcia por transferéncia horizontal de genes (HAWKEY, 1998; HAEGGMAN et al,
2004). Esta resisténcia pode ser acarretada por alteracdo na permeabilidade da
membrana celular, o que impede a acao dos antibidticos nas células bacterianas, isto
ocorre devido a alteracdes nos genes que codificam as proteinas da membrana externa
(OMPs), como as porinas. Ompk35 e Ompk36 sdo as principais porinas de membrana
externa em K. pneumoniae. As porinas quando alteradas, levam ao aumento da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e, até mesmo, ao fendtipo de resisténcia as
cefalosporinas, carbapenemas e fluoroquinolonas (MARTINEZ et al, 2008; FERNANDEZ
et al, 2010; TSAIl et al, 2011).

A emergéncia de multirresisténcia na familia Enterobacteriaceae, especialmente
em K. pneumoniae, € uma questdo que necessita de atencao, pois este microrganismo &
um importante agente causador de infec¢Oes hospitalares, tipicamente associado com

pneumonias, infecgbes da corrente sanguinea, do trato urinario, bacteremias e outras
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infecgdes intra-abdominais (KOTAPATI et al, 2005; LOPES et al, 2005; GROVER et al,
2006).

Isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae sdo naturalmente resistentes a
ampicilina, amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina devido a expressdao de genes
cromossomais blaswv, blaoke e blaLen que codificam beta-lactamases. Essas trés familias
de genes evoluiram de um ancestral comum ao longo de milhdes de anos, em paralelo
com a diversificagdo dos trés grupos filogenéticos de K. pneumoniae: KPI, KPII e KPIII
(FEVRE et al, 2005).

Mutacbes em genes envolvidos no metabolismo da célula e que sdo alvo de
antibiéticos sdo outra fonte de resisténcia adquirida. Por exemplo, alelos mutados dos
genes gyr (DNA girase) e par (DNA topoisomerase), que séo alvos das quinolonas, geram
fendtipos de ndo susceptibilidade as drogas desta classe. Estes eventos, seguidos de
selecdo de linhagens que se tornaram resistentes ao antibiético, permitem a adaptacéo
rapida das bactérias aos antimicrobianos e o surgimento de bactérias multirresistentes,
gue sao resistentes a trés ou mais classes de antibioticos (HAWKEY, 1998; TENOVER,
2006).

Adicionalmente, o mecanismo de resisténcia pode envolver a transferéncia
lateral/horizontal de genes que atuam protegendo o alvo bacteriano do antibiético ou que
codificam uma proteina alternativa, incapaz de interagir com o antibiético. A transferéncia
de genes pode ocorrer por mecanismos classicos como conjugacéao, transformacéo e
transducdo. Dentro deste contexto, existem também os transposons, elementos
genéticos moveis que carreiam 0s genes de resisténcia dos plasmideos para o0s
cromossomos, dando-lhes maior estabilidade e os integrons que sao capazes de inserir,
excisar, rearranjar e expressar genes através de um sistema de recombinacéo sitio-
especifico (MAZEL, 2006).
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1.4.1. Beta-lactamases de Espectro Estendido — ESBL

As beta-lactamases sdo enzimas determinantes de resisténcia aos beta-
lactamicos. Atualmente existem dois esquemas de classificacdo em uso, baseado na
estrutura molecular, classificacdo de Ambler (AMBLER, 1980) ou na funcdo destas
enzimas, pela classificacdo de Bush (BUSH et al, 1995). O esquema de Ambler é o mais
usado e tem como base a sequéncia de aminoacidos das enzimas, separando as beta-
lactamases em classe A, B, C ou D. As enzimas de classe A, C e D utilizam um residuo
serina para hidrolisar o anel beta-lactamico. Ja as enzimas de classe B sdo metalo-
enzimas, que requerem um ion zinco divalente para hidrélise do anel beta-lactamico
(BUSH; JACOBY, 2010).

As beta-lactamases da classe A sdo enzimas responsaveis por conferir resisténcia
as penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. Dentre elas estdo as beta-lactamases
de espectro estendido. As ESBLs sédo capazes de hidrolisar e causar resisténcia ou
sensibilidade diminuida as penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepima) e monobactamicos (aztreonama), mas ndo as cefamicinas
(cefoxitina) e aos carbapenémicos (imipenema, meropenema, ertapenema); sao inibidas
por compostos como o acido clavulanico (clavulanato), o sulbactam e o tazobactam
(DHILLON; CLARK, 2012). Os genes blactx-m, blarer, blaves, blaces, blatem, e blasnv séo
responsaveis pela producdo dessas enzimas. Os genes que codificam as ESBL sdo mais
comumente encontrados em membros da familia Enterobacteriaceae, porém os
elementos genéticos méveis, como plasmideos, transposons e integrons tém contribuido
para o aumento da incidéncia de genes blaESBL entre outras bactérias Gram-negativas
(LINCOPAN, 2012).

K. pneumoniae € a espécie entre as Enterobacteriaceae que apresenta a maior
diversidade de fenotipos de resisténcia associados a producéo de ESBL e onde estas
enzimas sao mais comumente encontradas (MOREIRA, 2011).

As beta-lactamases que pertencem a classe B, conhecidas como metalo-beta-
lactamases (MBL) conferem resisténcia a um amplo espectro de antibidticos beta-

lactamicos, inclusive aos carbapenémicos, antibioticos de ultima geracdo empregados no
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tratamento de infeccdes graves causadas por enterobactérias produtoras de ESBL; sédo
susceptiveis ao EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) mas ndo séo inibidas por &cido
clavulanico ou tazobactam, além de ndo possuirem atividade contra os monobactamicos
(BUSH; JACOBY, 2010). Nove tipos de MBL ja foram descritas e as familias IMP, VIM,
SPM e NDM possuem maior importancia clinica e epidemioldgica, tendo sido
identificadas em membros da familia Enterobacteriaceae e outros microrganismos Gram-
negativos (BUSH; JACOBY, 2010).

As beta-lactamases de classe C conferem resisténcia as cefalosporinas e ndo séo
hidrolisadas por acido clavulanico ou tazobactam. Elas encontram-se codificadas no
cromossomo de muitos membros da familia Enterobacteriaceae, no entanto, K.
pneumoniae NAo possui este gene no Cromossomo.

J4 as beta-lactamases de classe D sao representadas pela familia OXA,
frequentemente associada a integrons de classe 1. Elas sdo caracterizadas por serem
fracamente inibidas por acido clavulanico e totalmente inibidas pelo tazobactam. Essas
enzimas conferem resisténcia as penicilinas, oxacilina, ampicilina, carbenicilina e
ticarcilina, assim como as cefalosporinas de espectro limitado, como a cefalotina (BUSH;
JACOBY, 2010).

A maioria dos relatos de ESBL, durante os anos 90, dizia respeito a variantes de
SHV e TEM, com exce¢do da América do Sul, onde CTX-M-2 ocorria com maior
prevaléncia (HAWKEY; JONES 2009). Com a virada do século houve uma mudanca
nesse quadro, com linhagens produtoras de CTX-M tornando-se dominantes na Europa
e na Asia. Atualmente, isolados produtores desta enzima s&o considerados endémicos
na maior parte da América do Sul, Europa e Asia (CANTON; COQUE, 2006). No Brasil,
estudos demonstraram a alta prevaléncia do gene blactx-w em diferentes clones de K.
pneumoniae, provavelmente devido a localizacdo destes genes em plasmideos e
integrons de classe 1, o que permite a transferéncia e expressao dos genes entre
diferentes isolados de K. pneumoniae (GARCIA et al, 2007).

As enzimas carbapenemases sdo capazes de inativar praticamente todos os
antibioticos beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos que sdo antimicrobianos
frequentemente utilizados no tratamento das infeccbes nosocomiais. Estas enzimas

apresentam ampla diversidade estrutural, pertencendo as classes A, B e D, pela
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classificacdo de Ambler (NORDMANN et al, 2011). A enzima KPC é a principal
carbapenemase da classe A de Ambler encontrada na América do Sul. Até o momento,
ja foram descritas 19 variantes desta enzima (KPC-2 a KPC-20) de acordo com o site
www.lahey.org/studies (BUSH; JACOBY, 2015).

O gene blakpc foi identificado pela primeira vez em um isolado de K. pneumoniae
de um hospital na Carolina do Norte, Estados Unidos e foi detectada na América do Sul
4 anos mais tarde, na Colémbia (YIGIT et al, 2001; BONELLI et al, 2014). Relatorios
subsequentes demonstraram que K. pneumoniae produtoras da enzima KPC-2 também
estavam presentes no Brasil e na Argentina desde 2005 e 2006, respectivamente
(BONELLI et al, 2014).

A resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias € um grave problema de
Saude Publica de ambito mundial, particularmente pela elevada mortalidade e pelo
reduzido numero de opcdes terapéuticas. A producdo de carbapenemases, seja por sua
eficiéncia hidrolitica, sua codificacdo por genes localizados em elementos genéticos
moveis como plasmideos e transposons, ou por sua rapida disseminacdo em ambito
mundial, tem um impacto altamente significativo na saide humana (ANVISA, 2013).

A emergéncia e a disseminacao de beta-lactamases de espectro estendido entre
os membros da familia Enterobacteriaceae tém sido descritas mundialmente como ponto
de urgéncia clinica devido a grande incidéncia desses isolados em infeccdes
relacionadas com a assisténcia a saude (IRAS) (SILVA; LINCOPAN, 2012). Nos hospitais
brasileiros, a propor¢ao de bacilos Gram-negativos, produtores de ESBL é maior do que
em hospitais da Europa e dos Estados Unidos (GALES et al, 2012).

Atualmente, cepas produtoras de ESBL sdo encontradas também em pacientes
da comunidade (DHILLON; CLARK, 2012). E importante destacar que foram identificadas
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL em diversas amostras ambientais, em fezes de
individuos saudaveis, em alimentos, em fazendas de agropecuaria e em esgotos, 0 que
sugere que a comunidade pode funcionar como reservatoério de cepas produtoras destas

enzimas, fato que alerta para a possibilidade de sua expanséo global (MESA et al, 2006).
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1.4.2. Perfis de resisténcia aos antibi6ticos

Com a emergente resisténcia aos antimicrobianos por bactérias patogénicas
surgiu a necessidade de estabelecer definicbes harmonizadas para a descricdo e
classificacdo desses patdégenos, de modo que dados de vigilancia epidemioldgica
pudessem ser coletados de forma confiavel e comparados entre os servigcos de saude
em diferentes paises. Peritos internacionais reuniram-se através de uma iniciativa
conjunta do Centro Europeu de Prevencéo e Controle das Doengas (ECDC) e os Centros
de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), para estabelecer uma terminologia
internacional padronizada para descrever os perfis de resisténcia em Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae (exceto Salmonella e Shigella),
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp., ou seja, todas as bactérias
frequentemente responsaveis por infeccdes associadas aos cuidados de saude e
susceptiveis a multirresisténcia (MAGIORAKOS et al, 2012).

Usando como referéncias o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), o
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e o United States
Food and Drug Administration (FDA), foi realizada uma selecdo de antimicrobianos de
diversas classes e sub-classes, em que os diferentes perfis de susceptibilidade frente a
estas drogas indicariam os perfis de multiresisténcia dos microrganismos. Os perfis
estabelecidos foram: MDR (multidroga resistente), XDR (extensivamente droga
resistente) e PDR (pandroga resistente). O perfil MDR foi definido como a resisténcia a
trés classes distintas ou mais; XDR foi definido como resisténcia a todas as classes
selecionadas, exceto duas e PDR, resisténcia a todas as classes selecionadas (Figura 3)
(MAGIORAKOS et al, 2012).

Estabelecendo essas definicbes para MDR, XDR e PDR nos laboratorios de
microbiologia clinica do mundo todo, permiti-se que haja uma comparacdo entre o0s
resultados obtidos mundialmente e a compreensao dos mecanismos de resisténcia aos

antimicrobianos.
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Figura 3. Diagrama da inter-relacdo dos perfis de multirresisténcia
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1.5. DIVERSIDADE GENETICA DE K. pneumoniae

A analise genética de populacdes e a determinacédo das relacdes filogenéticas
entre as linhagens bacterianas sdo abordagens comprovadamente adequadas para a
compreensao do perfil epidemiolégico e da evolucdo da patogenicidade de espécies
bacterianas (BRISSE; VERHOEF, 2001). A associacdo entre a variabilidade genética,
viruléncia e a transmissibilidade dos isolados de K. pneumoniae ndo sdo bem
conhecidas, entretanto existem evidéncias sobre o comportamento diferenciado das
linhagens que séo geneticamente heterogéneas (BRISSE; VERHOEF, 2001). Um estudo
utilizando camundongos, demonstrou diferentes fatores de viruléncia entre as linhagens
de Klebsiella, albergando diferentes antigenos capsulares (MIZUTA et al, 1983; SIMONS
et al, 1984).

K. pneumoniae expressa tipicamente dois tipos de antigenos em sua superficie
celular, um lipopolissacarideo (antigeno O) e um polissacarideo capsular (antigeno K). A
variabilidade estrutural desses antigenos é a base para a classificagdo dos organismos
em diferentes sorotipos, que apresentam diferencgas na viruléncia (TURTON et al, 2008).

Estudos mostraram associacao entre quadros clinicos graves e determinados sorotipos
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de K. pneumoniae, principalmente o0s sorotipos capsulares K1 a KB6.
Hipermucoviscosidade também € uma caracteristica observada em isolados causando
infeccdes graves (CHUANG et al, 2006; TURTON et al, 2008; BRISSE et al, 2009).
Com o objetivo de conhecer melhor as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e
as infeccdes causadas por K. pneumoniae, Brisse e Verhoef (2001) analisaram 120
isolados clinicos dessa espécie, coletados em 22 hospitais. Esses isolados foram
classificados em trés grupos filogenéticos (KPI, KPII, KPIIl) de acordo com as sequéncias

dos genes gyrA (DNA-girase, subunidade A) e parC (Topoisomerase |V, subunidade C)
(Figura 4).

Figura 4. Filogenia de Klebsiella spp. baseada na anélise dos genes gyrA e parC
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Arvore filogenética baseada na analise de 383 nucleotideos do gene gyrA (a direita) e na anélise de 319
nucleotideos do gene parC (a esquerda). Para a construgcdo dessa arvore foram utilizados isolados de
diversas espécies do género Klebsiella. Dentro da espécie K. pneumoniae observa-se a formagéo de trés
clusters (KPI, KPII e KPIII). As duas arvores foram enraizadas com base nas sequéncias dos genes gyrA
e parC de uma E. coli de referéncia. (BRISSE; VERHOEF, 2001).

Os genes gyrA e parC foram selecionados como marcadores filogenéticos por

serem genes cromossodmicos, constitutivos e com baixas taxas de mutacao, sendo assim
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chamados de genes “housekeeping”. Entretanto, a presenca de mutacées que conferem
resisténcia aos antibioticos da classe das quinolonas ja foram demonstradas nestes
genes em muitas espécies bacterianas (MARCHISIO et al, 2015; CASAS et al, 2016).

Um estudo realizado por Fevre e colaboradores (2005), investigou a
heterogeneidade dos genes cromossomais que codificam beta-lactamases, blashv,
blaokr e blaien em K. pneumoniae. Ao analisar esses genes, foi demonstrada grande
hetrogeneidade do gene blaokp, sendo este, dividido em dois subgrupos: blaokp-a €
blaokr-s. Durante a analise filogenética, o gene blaoke foi alocado no grupo filogenético
KPIl e para entender melhor esse agrupamento, a estrutura filogenética do grupo KPII
também foi investigada por meio do sequenciamento dos genes rpoB, gyrA e mdh, o que
resultou na concomitante subdivisdo desse grupo em KPII-A e KPII-B.

Em 2008, foi publicada a sequéncia completa do genoma do isolado ambiental
Kp342, com objetivo de compreender a complexidade genética e a versatilidade
ecolégica desta espécie bacteriana. O isolado revelou um cromossomo circular de 5.6
Mb e dois plasmideos de 91 e 187.9 Kb e seu genoma foi comparado ao do MGH78578,
um isolado clinico de K. pneumoniae (FOUTS et al, 2008). A susceptibilidade aos
antimicrobianos e a patogenicidade de Kp342 foram comparadas a isolados clinicos da
mesma espécie. O fenotipo de multirresisténcia apresentado por este isolado as
principais familias de antibioticos, como os beta-lactamicos, os aminoglicosideos, as
quinolonas, e as tetraciclinas, estava relacionado a producdo da beta—lactamases,
bombas de efluxo e proteinas de membrana externa, codificados no genoma deste
organismo. Em relagdo ao potencial patogénico de Kp342, experimentos em
camundongo mostraram a capacidade desse isolado em causar infeccdo pulmonar e no
trato urinario, mas sua viruléncia era reduzida. Ao final do estudo, concluiu-se que apesar
de Kp342 ser encontrado no ambiente, vivendo em associacdo as plantas, ele tem o
potencial de provocar infeccdes e apresenta o perfil de multirresisténcia aos antibioticos
devido a presenca de um conjunto de genes associados a esses mecanismos (FOUTS
et al, 2008).

Em 2009, o isolado NTUH-K2044, obtido de um paciente com abscesso hepatico e
meningite, foi sequenciado e seu genoma comparado ao do isolado MGH78578, obtido

de um paciente com pneumonia, com objetivo de observar a relagdo entre diferencas
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genéticas e diferentes tipos de infeccdo (WU et al, 2009). O genoma de NTUH-K2044
também foi comparado com genomas de 15 K. pneumoniae obtidas de infeccbes
nosocomiais e adquiridas na comunidade, de onde foram observadas assinaturas
gendmicas associadas a padrdes de infec¢des (WU et al, 2009).

No Brasil, Melo e colaboradores (2011) determinaram a distribuicdo dos grupos
filogenéticos KPI, KPIl e KPIIl em 94 isolados de K. pneumoniae provenientes de
infeccbes nosocomiais, infeccBes da comunidade e da microbiota normal, através da
amplificac@o e digestdo enzimatica (PCR- RFLP) do gene gyrA. Os isolados clinicos
foram mais frequentes no grupo filogenético KPI enquanto que os isolados da
comunidade e da microbiota normal foram agrupados em KPII e KPIIl. No que se refere
a susceptibilidade aos antibidticos, somente isolados do grupo KPI apresentaram
resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo, ao aztreonam e ao imipenem (MELO
et al, 2011).

Os estudos realizados na Europa e no Brasil, observaram que a linhagem
filogenética especifica de K. pneumoniae (KPI), tem prevaléncia dominante em isolados
de origem hospitalar. A analise da susceptibilidade antimicrobiana deste grupo,
demonstrou a presenca de cepas resistentes as quinolonas, carbapenémicos,
monobactamicos, penicilinas e as cefalosporinas de terceira geracdo (BRISSE;
VERHOEF, 2001; MELLO et al, 2011).

As andlises gendmicas e filogenéticas de K. pneumoniae tém demostrado a
diversidade genética desse microrganismo e a variedade de mecanismos envolvidos nas
diferencas de susceptibilidade aos antibioticos, permitindo assim, a melhor compreensao
das caracteristicas epidemiolégicas no que se refere ao estabelecimento e
transmissibilidade desse patdgeno, principalmente no ambiente hospitalar (KUMAR et al,
2011).
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2. RELEVANCIA

O atual interesse nas infec¢des causadas por Klebsiella se deve, principalmente,
a propagacdo de cepas multirresistentes aos antibiéticos, nas comunidades e nas
unidades hospitalares, especialmente cepas produtoras de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) (PATERSON et al, 2003; GARCIA et al, 2007).

A Vigilancia Sanitaria € definida pela Lei Organica da Saude (Lei 8080/1990) como
“um conjunto de a¢des capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a saude e de intervir
nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo e circulacédo de
bens e da prestacao de servigos de interesse da saude” (BRASIL, 1990). Desta forma, o
campo de atuacao da vigilancia sanitaria torna-se vasto e ilimitado com poder de interferir
em toda as condigcbes econdmico-sociais e de vida, isto é, em todos os fatores
determinantes do processo saude—doenca (EDUARDO, 1998). Dentro deste vasto
campo de acbes, destacamos as que se referem a salde da comunidade e ao controle
das infeccdes hospitalares.

Atualmente uma das grandes preocupacdes da Vigilancia Sanitaria no Brasil esta
relacionada a disseminacdo e ao aumento do numero de bactérias resistentes aos
antibioticos, que implicam diretamente no tratamento e na cura das infec¢bes (PRADO et
al, 2007). O monitoramento destes microrganismos permite 0 conhecimento mais
especifico destes patdgenos de grande relevancia no cenario da saude publica.

Um programa de vigilancia de resisténcia bacteriana de abrangéncia mundial
denominado SENTRY - Antimicrobial Surveillance Program - identificou maiores taxas de
resisténcia entre os bastonetes Gram-negativos na América Latina que em outras regides
do continente. O principal mecanismo de resisténcia identificado foi a producéo de ESBL.
Das cepas de Klebsiella spp. isoladas, 47,3% eram produtoras de ESBL (SADER et al,
2002). Esse aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos acarreta dificuldades no
tratamento das infecgdes e contribui para 0 aumento dos custos do Sistema Unico de
Saude (SUS) (BERTO, 2006).

No Brasil, a resisténcia de K. pneumoniae aos antimicrobianos nos ultimos anos

se tornou um problema de saude publica, além da preocupacgédo em todos os campos da
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saude. Noticias sobre mortes provocadas pela bactéria Klebsiella pneumoniae, produtora
da enzima carbapenemase (KPC), provocaram alarde em todo territorio nacional.
Segundo dados do Ministério da Saude, no Distrito Federal foram feitas 187 notificacbes
de infeccdo no ano de 2010, sendo registrados 18 ébitos. Em S&o Paulo, o Hospital das
Clinicas registrou 70 casos desde 2008 (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Historicamente, os pacientes hospitalizados eram o principal reservatério de
bactérias produtoras de ESBL e a propagacdo destes organismos foi visto como um
problema epidemioldgico apenas para servicos de saude. No entanto, durante a ultima
década, esses microrganismos se espalharam dentro da comunidade. A colonizacao
intestinal por enterobactérias produtoras de ESBL em pacientes internados em unidades
hospitalares pode preceder o inicio de surtos de infec¢coes como infecdo do trato urinario
e bacteremia (DONSKEY, 2006; RUPPE; ANDREMONT, 2013).

Em situacdes de alta, pacientes colonizados por estes bacilos Gram negativos
multirresistentes aos antibidticos contribuem para a disseminagdo extra-hospitalar
atingindo a comunidade (ARPIN et al, 2003). A situacao inversa também pode acontecer
permitindo a introducdo desses bacilos resistentes no ambiente hospitalar (ARPIN et al,
2003; MARCH et al, 2010; HILTY et al, 2012).

Com o objetivo de fortalecer a politica de uso racional de antimicrobianos,
contribuindo para a reducéo da resisténcia bacteriana na populagéo, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a RDC 44/2010 (BRASIL, 2010), atualizada
pela RDC 20/2011 (BRASIL, 2011). Esta nova resolucdo determinou que os antibiéticos
vendidos nas farméacias e drogarias do pais apenas poderiam ser entregues ao
consumidor mediante receita de controle especial em duas vias, e a partir de janeiro de
2013 sb6 poderiam ser comercializados mediante escrituracdo obrigatéria no Sistema
Nacional de Gerenciamento de Produtos Controlados (SNGPC). As novas regras definem
adequacdes de embalagem desses produtos e determinam a obrigatoriedade de
retencdo de receita para liberacdo dos medicamentos. Também exige a escrituracao da
movimentagdo desses produtos em farmacias e drogarias, visando ainda coibir a venda
ilegal de antimicrobianos sem prescricdo no pais, promover o uso racional de
medicamentos, contribuir para 0 combate a resisténcia bacteriana, aléem de evitar a

exposicao da populacéo aos riscos da automedicacéao (BRASIL, 2010).
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A preocupacgdo com a disseminacdo de bactérias resistentes aos antibidticos se
refere, sobretudo, a infeccdo hospitalar. Entretanto, o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos tem sido observado ndo somente no ambiente hospitalar, mas também
em amostras provenientes da comunidade. Um estudo, na Argentina, detectou a
presenca de enterobactérias produtoras de ESBL e resistentes aos carbapenémicos em
individuos n&o hospitalizados. O grande numero de individuos sadios carreadores de
bactérias resistentes aumenta o risco de que outros individuos saudaveis também se
tornem portadores desses microrganismos, através de vias de transmissao direta ou
indireta. Além disso, a admissdo hospitalar de pacientes portadores de bactérias
resistentes aumenta o risco de surtos das infec¢des nosocomiais (VILAR, 2013).

A abordagem de agrupamento filogenético, adotada neste estudo, dos isolados de
K. pneumoniae de origem clinica e da microbiota normal intestinal é relevante, pois
permite a deteccdo de cepas geneticamente heterogéneas com caracteristicas
patogénicas e epidemioldgicas distintas. Os dados obtidos a partir dessa andlise,
certamente fornecerdo informacgdes mais detalhadas capazes de auxiliar na selecéo de

tratamentos terapéuticos adequados e efetivos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a distribuicdo dos grupos filogenéticos de Klebsiella pneumoniae
isolados do material fecal de individuos sadios (microbiota intestinal normal) e de
pacientes hospitalizados (isolados clinicos) associados a susceptibilidade aos

antimicrobianos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar cepas de K. pneumoniae do material fecal de voluntarios sadios;

Identificar os isolados da microbiota intestinal normal através de provas bioquimicas e
pela PCR com iniciadores especificos para K. pneumoniae;

Determinar a susceptibilidade aos antibiéticos dos isolados de K. pneumoniae clinicos e
da microbiota intestinal normal, através do método de disco-difusao;

Detectar fenotipicamente a presenca de ESBL nos isolados resistentes a cefepima e
ceftazidima;

Amplificar e sequenciar os genes gyrA dos isolados de K. pneumoniae;

Posicionar as sequéncias dos genes gyrA no espaco filogenético através de ferramentas
de bioinformatica e classificar os isolados de acordo com os grupos filogenéticos ja
estabelecidos;

Comparar os resultados dos perfis de resisténcia e da diversidade genética dos isolados

da microbiota intestinal normal e dos isolados de origem hospitalar.
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4. METODOLOGIA

4.1. ORIGEM DAS AMOSTRAS CLINICAS: COMPLEXO HOSPITALAR - HOSPITAL
MUNICIPAL LOURENCO JORGE / MATERNIDADE LEILA DINIZ (HMLJ)

O Hospital Municipal Lourenco Jorge tem perfil de grande emergéncia, possui 258
leitos, distribuidos entre os setores de cirurgia geral, bucomaxilofacial e ortopedia,
traumatologia, clinica geral, neonatologia e de AIDS, UTI adulto, 12 unidades
intermediarias neonatais, unidade de isolamento, unidade intermediaria, UTI neonatal,
obstetricia clinica e cirdrgica, pediatria clinica, tisiologia e psiquiatria. A Maternidade Leila
Diniz, por sua vez, possui 105 leitos distribuidos nos setores de cirurgia geral e
ginecoldgica, clinica geral e neonatologia, UTI neonatal, unidade intermediaria neonatal,
obstetricia clinica e cirdrgica. As duas unidades, localizadas na Cidade do Rio de Janeiro,

totalizam 363 leitos e realizam cerca de 30 mil atendimentos mensais (BUENO, 2005).

4.2. ISOLADOS BACTERIANOS

4.2.1. Microbiota Normal

Foram obtidas 65 amostras fecais de voluntarios sadios. Os participantes foram
selecionados de acordo com os seguintes parametros: A - voluntarios que nao haviam se
submetido a antibioticoterapia no prazo maximo de um més anterior a data de coleta do
material fecal; B - voluntarios que haviam se submetido a antibioticoterapia no prazo
maximo de um més anterior a data de coleta do material fecal. O periodo de coleta das
amostras foi de julho a outubro de 2014.
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Os voluntarios foram representados por 67% do sexo feminino e 33% do sexo
masculino. A faixa etéria dos voluntérios variou entre 0 a 80 anos, com maior percentual
de adultos de 20 a 30 anos e de 50 a 65 anos, ambos representando 19% da
amostragem.

As amostras foram identificadas com as siglas M (masculino) e F (feminino); a
idade do doador e 0 nome do antibiético, no caso de doadores que haviam se submetido

a antibioticoterapia.

4.2.2. Isolados Clinicos

Os isolados clinicos analisados foram provenientes de pacientes internados no
Hospital Municipal Lourenco Jorge nas seguintes unidades do HMLJ: Clinica médica
(n=1), Centro de Tratamento Intensivo (n=8), Ambulatério (n=1), Unidade Intensiva (n=1),
Maternidade (n=2) e setor ndo informado (n=21). As fontes de isolamento foram: swab
retal (n=8) secrec¢dao retal (n=6), sangue (n=2), secrecao traqueal (n=1), urina (n=11) e
fonte ndo informada (n=6) (Gréfico 1 e 2)

Todos os isolados fazem parte da Colecdo de Pesquisa do Laboratério de
Microrganismos de Referéncia (LMR), foram coletados no periodo de fevereiro a marco
de 2011 e identificados pelo sistema Vitek Il do Laboratério de Patologia Clinica do

Hospital Municipal Lourenco Jorge, no Rio de Janeiro.
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Grafico 1. Distribuicdo dos isolados clinicos por Gréafico 2. Distribuicdo dos isolados clinicos por
setor coletado sitio de isolamento
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swab
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4.3. ISOLAMENTO E SELECAO DE K. pneumoniae

4.3.1. Isolados da Microbiota

A coleta da amostra fecal dos voluntarios sadios da comunidade foi realizada
através de swabs estéreis, utilizando-se o meio de transporte Stuart. O material foi
transportado para o laboratdrio e inoculado em caldo “Brain Heart Infusion” BHI
(DIFCO®) a 37°C por 4 h. para enriquecimento. Apds esse periodo, a cultura foi semeada
pela técnica de esgotamento, em placas de agar MacConkey (DIFCO® e incubadas a
37°C por 24 h. Apés a incubacao, as colbnias lactose positivas (réseas), mucoides e

superficie lisa foram selecionadas.
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4.4. CARACTERIZAGCAO FENOTIPICA

ApOs selecdo inicial, os isolados da microbiota intestinal normal suspeitos de K.
pneumoniae foram semeados em agar BHI e incubadas a 37°C durante 24 horas. Em
seguida, foi realizada a técnica de coloracdo de Gram para a determinagcdo das
caracteristicas morfo-tintoriais dos isolados (BIER,1970). Para diferenciacédo presuntiva
entre cepas de Escherichia coli e de K. pneumoniae, morfologicamente semelhantes, as
colénias Gram-negativas foram submetidas aos testes bioquimicos de oxidacdo do citrato
(Citrato de Simmons), producao de sulfeto (H2S), indol e motilidade (SIM). Os resultados

foram interpretados de acordo com o Manual Bergey (BERGEY’S..., 2011).

4.5. IDENTIFICACAO MOLECULAR

Os isolados clinicos do Hospital Municipal Lourenco Jorge e os isolados da
microbiota intestinal, identificados presuntivamente através das provas bioquimicas
foram certificados através da metodologia molecular. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada utilizando-se o protocolo para Gram negativo do kit Dneasy® Blood&Tissue
(Qiagen®), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A identificacdo molecular foi
realizada através da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) pela amplificacdo da regido
intergénica do operon ribossomal 16S — 23S (ITS-PCR) com iniciadores especificos para
identificacéo molecular da espécie K. pneumoniae: Pf (5'-
ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT-3) e Pr2 (5-CGAAGATGTTTCACTTCTGATT-3’)
resultando em fragmento contendo 292 pares de bases, descritos por Liu e colaboradores
(2008). O volume final da mistura de reacdo foi de 50 uL, contendo os seguintes
reagentes: 5 pL de 10x PCR tampéao (500 mM KCI, 100 mM Tris HCI [pH 9.0]), 50 pmol/
pL de cada um dos iniciadores, 1,5 mM de MgClz, 200 uM de cada deoxinucleotideo
trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1 U Tag DNA polimerase e agua deionizada q.s.p.

45 L. A esta mistura foram adicionados 5 pL (75 ng) do DNA a ser analisado. As cepas
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de referéncia K. pneumoniae (ATCC 13883) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram
utilizadas para avaliar a especificidade dos iniciadores (controles das amostras) e uma
aliquota de agua deionizada estéril foi empregada para avaliar a auséncia de DNA
contaminante na mistura da PCR (controle da reacdo). As condicdes de amplificacédo
foram: 10 min a 94°C seguido por 30 ciclos de: 30s a 94°C, 20s a 58°C e 20s a 72°C e
um ciclo adicional de 10 min a 72°C. O DNA gendmico foi analisado por eletroforese em
gel de agarose (SIGMA) a 1% no tampao TBE 0.5X durante 1 h a 50V e corado com
solucéao Gel Red (Nucleic Acid Gel Stain) (1X).

As imagens foram digitalizadas e analisadas pelo sistema de video documentacao
ImageQuant 300 (GE).

4.6. PRESERVACAO DOS ISOLADOS

Logo apés o isolamento, as cepas foram preservadas em caldo BHI com 20%
glicerol e estocadas a -70°C. Apés a identificacdo fenotipica e certificacdo molecular, dos
isolados de K. pneumoniae (microbiota normal intestinal) foram preservados por
liofiizacdo e depositados na Colecdo de Microrganismos de Pesquisa do
INCQS/FIOCRUZ. A liofilizagdo foi realizada segundo o POP 65.3230.001 (INCQS,
2015).

4.7. AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

4.7.1. Método de Disco-Difusao (Kirby-Bauer)

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada pelo método técnica de

disco-difusdo (Kirby-Bauer) e os resultados foram interpretados segundo os critérios
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estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). As cepas de
referéncia de E. coli (ATCC 35218), P. aeruginosa (ATCC 27853) e E. coli (ATCC 25922)
foram utilizadas como controle da qualidade dos discos.

Os isolados de K. pneumoniae foram inicialmente semeados em agar BHI por 24
h. a 37°C e o crescimento microbiano suspenso em solucédo salina estéril (NaCl 0,85%)
para a obtencao do padréo de turbidez 0,5 na escala de McFarland. A suspenséo foi
semeada, com o auxilio de um swab, em agar Mueller-Hinton e os discos de antibiéticos
(BD Sensi-Disc™) foram depositados sobre o meio.

Foram utilizados 19 antibidticos: gentamicina (10 pg), tobramicina (10 pg),
ticarcilina/acido clavulanico (75/10 ug), piperacilina/tazobactam (100/10 pg), imipenema
(10 pg), meropenema (10 ug), ceftazidima (30 ug), cefepima (30 ug), cefoxitina (30 ug),
ciprofloxacina (5 ug), trimethoprim-sulfametazole (1,25/23,75 ug), aztreonam (30 pg),
amoxicilina/acido clavulanico (20/10 ug), ampicilina/sulbactam (10/10 pg), ertapenema
(10 pg), colistina (10 ug), fosfomicina (200 ug), tetraciclina (30 pg) e cloranfenicol (30
Hg).

Os isolados que apresentaram resisténcia a ceftazidima e cefepima foram
classificados como possiveis produtores de ESBL (DHILLON; CLARK, 2012). Os perfis
de multidroga resistentes (MDR) e extensivamente droga resistente (XDR) foram
definidos de acordo com Magiorakos e colaboradores (2012).

4.7.2. Deteccéao de Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL

Foi utilizado o meio Chromoagar — ESBL (CHROMagar, Paris, France) para a
deteccéo de isolados de K. pneumoniae produtoras de ESBL. A presenca de crescimento
com coloragdo azul metalico indicou o resultado positivo. Este teste foi realizado em

amostras resistentes a ceftazidima e cefepima pela técnica de disco-difusao.
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4.8. DIVERSIDADE GENETICA DAS CEPAS DE K. pneumoniae

4.8.1. Amplificacdo e Sequenciamento do gene gyrA

A classificacdo dos grupos filogenéticos das linhagens de K. pneumoniae (KPI,
KPIl e KPIIl) foi realizada por meio da PCR utilizando os iniciadores gyrA-A (5-
CGCGTACTATACGCCATGAACGTA-3') e gyrA-C (5’-ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG-
3’), nas condic¢des descritas por Brisse e Verhoef (2001). Foi realizada a otimizagao da
reacdo de amplificacdo, através de um gradiente de temperatura de anelamento (55-60
°C). A condicdo ideal de temperatura de anelamento estabelecida foi de 56°C.

Apés amplificacdo, os produtos obtidos da reacdo foram purificados, pelo Kit
QIAquick PCR Purification (Qiagen®), conforme o manual do fabricante. Os produtos
foram quantificados e sua concentracdo ajustada para 200 ng/pL. As reacles de
sequenciamento foram realizadas em duplicata para cada iniciador utilizando terminadores
dideoxi-fluorescentes (BigDye; Applied Biosystems), no sequenciador de DNA
automatizado Applied Biosystems ABI Prism 3730. O sequenciamento foi realizado na
Plataforma de sequenciamento do PDTIS/FIOCRUZ.

4.8.2. Analise das Sequéncias

Cada cromatograma obtido foi fornecido como arquivo de entrada ao programa
Sequencher, que o transformou em dois arquivos de saida; um arquivo “fasta” onde cada
pico do cromatograma é traduzido para sua base nitrogenada correspondente (A, T, C
ou G) e um arquivo “ Base quality” onde cada base recebe um valor de qualidade, que
reflete o grau de confianca que se tem naquela posicdo (OLIVEIRA et al, 2010). As
sequéncias de boa qualidade, ou seja, = 20 (CLEMENTINO et al, 2007) apresentaram 0s

percentuais de identidade por meio do programa BLASTn disponivel no National Center
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for Biotechnology Information (NCBI), onde foram comparadas com sequéncias

depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.8.3. Analise Filogenética

As arvores filogenéticas foram construidas pelo algoritmo de neighbor-joining
(SAITOU; NEI, 1987) baseadas nas distancias calculadas pelo método Kimura-2
(KIMURA, 1980), usando o programa MEGA 6 (TAMURA et al, 2013). A significancia das
ramificacBes das arvores filogenéticas foi avaliada por meio de Bootstraping com 1000

repeticoes.
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5. RESULTADOS

5.1. ISOLAMENTO E SELECAO DE Klebsiella pneumoniae

5.1.1. Isolados da Microbiota Intestinal

Foram selecionadas 110 col6nias através dos meios seletivo agar MacConkey que
se apresentaram como bastonetes Gram-negativos, sendo 47,2% da microbiota de
doadores sob efeito de antibi6ticos (microbiota B) (n=58) e 52,8% da microbiota de

voluntarios que ndo estavam sob efeito (microbiota A) (n= 52).

5.1.2. Identificacdo Fenotipica

Dos 110 isolados suspeitos de pertencerem ao género Klebsiella submetidos as
provas bioquimicas, 85 apresentaram caracteristicas compativeis com K. pneumoniae,

sendo 44 isolados da microbiota B e 41 isolados da microbiota A.

5.2. IDENTIFICACAO MOLECULAR

Dos 44 isolados da microbiota B e 41 isolados da microbiota A, submetidos a ITS-
PCR, 28 cepas (64%) e 33 cepas (69%) da microbiota B e A, respectivamente,
apresentaram fragmento de 260 pares de base compativel com a cepa de referéncia de
K. pneumoniae ATCC 13883. Trinta e quatro isolados clinicos (100%) foram certificados

como K. pneumoniae através da ITS-PCR (Figura 5 e 6)
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Figura 5. Gel representativo da identificacdo dos isolados suspeitos de K. pneumoniae da
microbiota normal pela ITS-PCR
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PM= 100 pb (Invitrogen); 1- E. coli ATCC 25922; 2- K. pneumoniae ATCC 13883; 3- F-27(B); 4- F-23 (A);
5- M-51 (B); 6- M-25 (B); 7- F-58 (A); 8- F-43 (A); 9- F-29 (B); 10- F-46 (B); 11- M-43(A); 12- H20. (M) sexo
masculino, (F) sexo feminino. (A) Microbiota sem influéncia de antibiéticos e (B) Microbiota de individuos
que fizeram uso de antibiéticos. Os nimeros ao lado das siglas correspondem a idade dos voluntarios.

Figura 6. Gel representativo da identificacdo dos isolados clinicos de K. pneumoniae pela ITS-PCR
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300bp —

PM = 100bp (Invitrogen) 1- E. coli ATCC 25922; 2- K. pneumoniae 13883; 3 — P3957; 4- P4040; 5- P4024;
6- P3860; 7- P3910; 8- P3927; 9- P3805; 10- P3806; 11- P3804; 12- H,O.
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5.3. DEPOSITO DOS ISOLADOS

ApGs a identificacao fenotipica e certificacdo molecular os isolados depositados na
Colecdo de Microrganismos de Pesquisa do INCQS/FIOCRUZ com a seguinte
identificacdo: isolados da microbiota normal intestinal (P4086, P4090 a P4092, P4100 a
P4104, P4109, P4111 a P4115, P4119, P4121, P4122, P4125, P4127, P4996 a P5022,
P5024, P5025 a P5037).

5.4. SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

5.4.1. Isolados da Microbiota Intestinal Normal

Dos 61 isolados de K. pneumoniae da microbiota normal, 11 isolados da microbiota
B e 12 isolados da microbiota A apresentaram resisténcia as penicilinas de amplo
espectro e aos aminoglicosideos testados. Um Unico isolado da microbiota B também
apresentou resisténcia a tetraciclina. Foram obtidos diferentes perfis de resisténcia entre
os isolados, sendo 10 perfis da Microbiota B e 7 perfis da microbiota A (Tabelas 1 e 2).

Nenhum isolado da microbiota normal apresentou perfil multidroga resistente

(MDR) ou extensivamente droga resistente (XDR).
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Tabela 1. Perfil de resisténcia aos antibiéticos de K. pneumoniae isolados da microbiota intestinal normal
de voluntérios que fizeram o uso de antibioticos (Microbiota B)

Perfil Voluntario Idade Resisténcia Antibiotico em uso Isolados
(sex0) {anos) (%)

I — Sensivel a todos BT, 1%
Il Fi F 02/46 TOB Azitromicina(F-46), Amoxicilina(F-02) 7.1%
I FiF 46/64 GEN Clavulin (F-46), AZitromicina (F-64) 7.1%
v F 33 PPT Clavulin 3,6%
v F 64 GEMN, TOB Clavulin 3,6%
Vi F 44 TIM, AMS Ciprofloxacina 3,6%
il M 39 TIM, PPT, AMC Amoxicilina 3,6%
Wil I 39 AMC, TET Amoxicilina T.1%
X F 35 TIM, AMS, TET Amaoxicilina 3,6%
X F 4G AMS, PPT Azitromicina 3,6 %

TOB (tobramicina), GEN (gentamicina), PPT (piperacilina/tazobactam), AMS (ampicilina/sulbactam), AMC
(amoxicilina/acido clavulanico), TIM (ticarcilina/acido clavulanico), TET (tetraciclina), F (feminino) e M (masculino).
“Clavulin” = nome comercial para amoxicilina/ &cido clavulanico

Tabela 2. Perfil de resisténcia aos antibidticos de K. pneumoniae isolados da microbiota intestinal
normal de voluntérios que nédo fizeram uso de antibidticos (Microbiota A)

Perfil Voluntdrio (sexo) Idade {anos) Resisténcia Isolados (%)
I - — Sensivel a todos 64%
1] F 21 PFT 3.0%
I MIF 26/ 46 GEN 6,0%
v FIF/IFIM 05127 143151 Tin 12,0 %
v FIF 09752 PFT, TIM 6.0%
il F 38 FFT, TOB 3.0%
VIl FIF 21152 GEN, TIM 6,0%

PPT (piperacilina/tazobactam), GEN (gentamicina), TIM (ticarcilina/acido clavuléanico), TOB (tobramicina), F
(feminino) e M (masculino).



56

Em relagdo, a susceptilidade geral da microbiota intestinal (microbiota A e B), a classe
de antibioticos beta-lactamicos foi a que os isolados demonstraram maior percentual de

resisténcia).

Gréfico 3. Percentual geral de resisténcia de K. pneumoniae da microbiota inestinal frente aos
antibidticos testados

Tetraciclinas
10%

Aminoglicosideos
33%

5.4.2. Isolados Clinicos

Os 34 isolados clinicos apresentaram altos percentuais de resisténcia aos
antimicrobianos. Observou-se maior valor de resisténcia para ampicilina/sulbactam
(85%), seqguido por ticarcilina/acido clavulanico (76%), cefepima (74%), aztreonama
(71%), ciprofloxacina (68%), amoxicilina/acido clavulanico, ceftazidima e tobramicina
(65%), gentamicina (59%), trimetropim/sulfametazol (56%), piperacilina/tazobactam
(53%), ertapenema (50%), cefoxitina (47%), meropenema (44%), imipenema (23%),
cloranfenicol (17%) e fosfomicina (9%). Os isolados apresentaram-se 100% sensiveis a
colistina (Grafico 4).
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Gréfico 4. Percentual de susceptibilidade dos isolados clinicos frente aos antibiéticos testados
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Dos 34 isolados, 25 (74%) apresentaram fenotipo de produtores de ESBL e

apresentaram-se como ESBL positivos em meio agar cromogénico (Figura 7).

Figura 7. K. pneumoniae produtora de ESBL

Crescimento em meio ChromoAgar apds periodo de incubacdo. As coldnias azuis metalicas
demonstram resultado positivo para Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL. Fonte: O Autor
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5.4.3. Anadlise Conjunta dos Perfis de Resisténcia dos Isolados Clinicos e da Microbiota

Normal

Vinte e dois por cento dos isolados estudados (clinicos e microbiota normal)
apresentaram resisténcia (90% clinicos e 10% microbiota normal) e 78% susceptibilidade
(22% clinicos e 78% microbiota normal). Os isolados clinicos resistentes foram
classificados em MDR (62%), XDR (15%) e ndo-MDR (23%) e os isolados resistentes da

microbiota normal foram classificados em n&do-MDR (100%) (Figura 8).

Figura 8. Susceptibilidade e perfis de multirresisténcia dos isolados de K. pneumoniae estudados
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5.5. DIVERSIDADE GENETICA

5.5.1. Amplificacdo e Analise das sequéncias

Cem por cento dos isolados apresentaram fragmento de aproximadamente 490 bp
(gyrA), compativeis com cepa de referéncia K. pneumoniae ATCC 13883 (Figura 9).
Todos os fragmentos foram purificados e sequenciados. Das 95 sequencias obtidas (61
= microbiota; 34 = clinicas), 91 apresentaram no minimo 300 pb com qualidade >20 e

percentual de identidade igual ou superior a 97%.

Figura 9. Gel representativo da amplificacdo do gene gyrA dos isolados de K. pneumoniae
estudados

490 pp —» — S — — — S —— S —

PM. 100bp (Invitrogen) (1)- K. pneumoniae ATCC 25922 ; (2)- P4040 1; (3)- P3955; (4)- P3927; (5)- P4114;
(6)- P5024; (7) — P5037; (8)- P4100 7; (9)- P4086; (10)- P3956 ; (11)- P4438; (12)- P4439; (13)- P3804.
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5.5.2. Andlise Filogenética

5.5.2.1. Isolados da Microbiota Normal

Das 61 sequéncias do gene gyrA obtidas dos isolados da microbiota normal, 57
foram selecionadas para a construcdo da arvore filogenética. KPI representou 77% dos
isolados (44) e KPIl 12% (7). Destes, 6 isolados (86%) agruparam-se no subgrupo KPII-

A e 1isolado (14%) em KPII-B. O grupo KPIIl compreendeu 11% (6) dos isolados (Figura
10).
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Figura 10. Filogenia baseada no gene gyrA dos isolados de K. pneumoniae da microbiota normal
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Arvore filogenética baseada na anélise de 383 nucleotideos do gene gyrA. Para a construco dessa arvore
foram utilizadas as sequéncias obtidas de cinquenta e sete isolados de K. pneumoniae da microbiota
intestinal de voluntarios sadios e de dezessete sequéncias de referéncia. As formas geométricas
representadas na arvore indicam as referéncias e as diferentes microbiotas analisadas, microbiota sob
efeito de antibittico (Microbiota B ) e microbiota sem efeito do uso de antibidticos (Microbiota A). A arvore
foi enraizada com base na sequéncia do gene gyrA de uma K. oxytoca e uma K. planticola de referéncia.
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5.5.2.2. Isolados Clinicos

Setenta e seis por cento dos isolados clinicos agruparam em KPI (26), 18% em
KPII (6), sendo todos do subgrupo KPII-A e 6,0% em KPIII (2) (Figura 11).

Em relag&o ao perfil de resisténcia entre os grupos filogenéticos, observou-se que:
o grupo KPI apresentou 58% dos isolados com perfil MDR (15), 15% XDR (4) e 27% nao-
MDR (7). O grupo KPIl apresentou 17% dos isolados com perfil XDR (1), 50% MDR (3) e
33% ndo-MDR (2). J& o grupo KPIIl, apresenou somente isolados com perfil MDR (2)
(Figura 12).
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Figura 11. Filogenia baseada nas sequéncias do gene gyrA dos isolados clinicos de K.

pneumoniae
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Arvore filogenética baseada na anélise de 383 nucleotideos do gene gyrA. Para a construco dessa arvore
foram utilizadas as sequéncias obtidas dos trinta e quatro isolados de K. pneumoniae oriundas do HMLJ e
de dezessete sequéncias de referéncia. As sequéncias de referéncia estdo sinalizadas na arvore com um
circulo vermelho e foram obtidas no GenBank A &rvore foi enraizada com base na sequéncia do gene gyrA
de uma K. oxytoca e uma K. planticola de referéncia.
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Figura 12. Correlagdo entre os perfis de resisténcia e os grupos filogenéticos de K.
pneumoniae
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Arvore filogenética baseada na andlise de 383 nucleotideos do gene gyrA. As diferentes formas

geomeétricas apresentadas indicam o perfil de multirresisténcia dos isolados e as sequéncias de
referéncia.
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5.6. GRUPOS FILOGENETICOS E A RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

5.6.1. Isolados da Microbiota Normal

Os isolados da microbiota normal (microbiota A e B) apresentaram altas taxas de
susceptibilidade aos antimicrobianos testados. Contudo, os diferentes grupos
filogenéticos encontrados demonstraram diferencas em relacdo a susceptibilidade.
Todos os isolados da microbiota A que apresentaram resisténcia pertencem ao grupo
KPI, ja os isolados resistentes da microbiota B apresentaram uma maior diversidade
filogenética com isolados do grupo KPI (n=9), KPII (n=2) e KPIIl (n=1) (Graficos5 e 6).

Gréfico 5. indices de resisténcia das linhagens filogenéticas da microbiota A

KPI

N° Isolados
B

GM TOB TIM PPT

Antibiéticos

GM (gentamicina), TOB (tobramicina), TIM (ticarcilina ac. Clavulanico), PPT (piperacilina tazobactam)
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Gréafico 6. indices de resisténcia das linhagens filogenéticas da microbiota B

KPI; 3
KPI; 3

N ~ ~

E & &
m KPI
m KPII
m KPII

I KPI; 2
KPII; 0
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KPI; 1
KPIIIL; 0

N° Isolados
I kPI; 2
KPII; 0
KPIIIL; 1

KPIIl; 0
KPIIL; 0
KPIIl; 0

KPII; 0

GM TOB TET SAM PPT TIM AMC

Antibidticos

TOB (tobramicina), GEN (gentamicina), PPT (piperacilina/tazobactam),SAM (ampicilina/sulbactam), AMC
(amoxicilina/acido clavulanico), TIM (ticarcilina/acido clavulanico), TET (tetraciclina)

5.6.2. Isolado Clinicos

Os isolados clinicos, em geral, apresentaram altas taxas de resisténcia frente aos
antibiéticos testados. Entretanto, em relacdo aos grupos filogenéticos encontrados

observou-se diferentes proporc¢des de resisténcia (Tabela 3).



67

Tabela 3. Proporcéao de resisténcia das linhagens filogenéticas de origem cliinca

Linhagens Resistentes (MR35
Antibidticos KP| KPII KBl

Amaoxicilna - ac_clavuldnico 17 (65%) 3 (30%) 2 {(100%)
Ampicilina - sulbactam 23 (88%) 5(33%) 2 {100%)
Aztrecnama 17 (85%) 5(83%) 2 {100%)
Piperacilina - tazobactam 13 (50%) 3(50%) 2 (100%)
Ticarciling — ac.clavuldnico 20 (77%) 4 (679 2 {(100%)
Cefoxifina 11 (42%) 3 (50%) 2 {100%)
Ceflazidima 17 (85%) 3 (50%) 2 {100%)
Cefepima 17 (85%) 5(83%) 2 {100%)
Cloranfenicol 3 (12%) 1{17%) 1 (50%)
Ciprofloxacina 18 (69%) 4 (6T%) 1 (50%)
Colistina 0 (0% 0 {0%:) 0 (0%

Ertapenema 12 (46%) 4 (BT%) 2 {100%)
Imipenema T (27%) 2(33%) 1(50%)
Meropenema 10 (39%) 3 (30%) 2 {100%)
Fosfomicina 3 (12%) 0 {0%:) 0 (0%

Gentamicina 16 (82%) 5(83%) 0 (0%

Tobramicina 15 (58%) 5 (B33%) 1 (50%)
Trimetropim-sulfametazol 15 (58%) 3 (30%) 2 {(100%)
Tetraciclina 14 (54%) 2 (33%) 2 {100%)

(N) = Numero de isolados resistentes.Total de Isolados: KPI= 26; KPII= 6; KPIlI= 2

Quanto aos perfis de multirresisténcia, o grupo KPI apresentou 16 isolados com
perfil MDR, 4 isolados com perfil XDR e 6 isolados com perfil nAo-MDR. O grupo KPII
apresentou 4 isolados com perfil MDR e os perfis XDR e ndo-MDR com um isolado

cada. KPIIl apresentou somente isolados com perfil MDR (Gréfico 7).
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Grafico 7. Relacdo entre os grupos filogenéticos de K. pneumoniae clinicos e os perfis de

multirresisténcia
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Perfis de multirresisténcia: MDR (multidroga resistente); XDR (extensivamente droga resistente)

O Grupo KPIIl apresentou 100% (2/2) dos isolados produtores de ESBL, ja o grupo
KPIl apresentou 83% (5/6) dos isolados produtores de ESBL. KPI apresentou 65%
(17/26) dos isolados ESBL positivos.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, K. pneumoniae é reconhecida como uma ameaga crescente a saude
humana devido ao surgimento de cepas multirresistentes associadas a surtos
hospitalares e cepas hipervirulentas associadas com infecgbes graves adquiridas na
comunidade (HOLT et al, 2015)

O renovado interesse em K. pneumoniae se d& devido a extensa disseminacao de
cepas resistentes aos antibiéticos, especialmente aquelas produtoras de ESBL e KPC,
que representam linhagens de maior importancia, principalmente em infecgbes
hospitalares (PATERSON et al, 2003; MONTEIRO et al, 2009; MOREIRA et al, 2011).
Além do aspecto clinico, as enterobactérias predominam a microbiota intestinal humana,
e sdo comumente associadas a infecces adquiridas na comunidade (KONEMAN et al,
2008).

No presente estudo, a identificacédo dos isolados de K. pneumoniae (da microbiota
e clinicos) pela amplificacdo de sequéncias do espaco intergénico de 16S-23S rRNA
(tRNA "e e tRNA A1) demonstrou especificidade e sensibilidade na identificacdo de 72%
e 100% dos isolados da microbiota intestinal normal e de origem clinica, respectivamente.
Embora o sequenciamento do gene rrs do 16S rRNA seja considerado um marcador
estavel e especifico para a identificacdo bacteriana, esse gene apresenta algumas
limitagdes na discriminacdo entre espécies proximas, como por exemplo, espécies do
género Klebsiella. Para contornar essa limitagdo, o sequenciamento de regides
intergénicas 16S-23S rRNA foram utilizadas na discriminacéo de espécies e subespécies
Klebsiella spp. por apresentarem variagcdes suficientes para permitir a diferenciagédo
(WANG et al, 2005; LIU et al, 2008).

A taxonomia bacteriana tem sofrido muitas alteracbes desde as primeiras
tentativas de estabelecer sua classificagdo. Inicialmente, o género Klebsiella era
composto por K. pneumoniae, com trés subespécies (pneumoniae, ozaenae e
rhinoscleromatis), K. oxytoca, K. planticola, K. terrigena e K. mobilis (JAIN et al, 1974;
FERRAGUT et al, 1989). Recentemente, as subespécies ozaenae e rhinoscleromatis

foram reclassificadas como espécies K. ozaenae e K. rhinoscleromatis, pela abordagem
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pan-gendmica (conjunto de genes presentes no genoma de um grupo de organismos).
Trata-se de uma nova ferramenta na definicao de espécies microbianas que introduz uma
perspectiva quantica na taxonomia (CAPUTO et al, 2015).

Os genes codificadores de proteinas sdo muitas vezes mais adequados para a
analises filogenéticas, devido a maiores taxas de mutagfes silenciosas. Por exemplo, a
utilizacao do gene gyrA como ferramenta filogenética resultou do fato dele estar presente
em todas as cepas bacterianas e da disponibilidade do consideravel niamero de
sequéncias de varias espécies bacterianas disponiveis para determinacdo de mutacdes
que conferem resisténcia as quinolonas (HOOPER, 1995).

No presente estudo, foi verificada a distribuicdo de grupos filogenéticas entre
isolados de K. pneumoniae e da microbiota intestinal normal, de origem clinica e de
individuos da comunidade, bem como, suas relacdes com os perfis de resisténcia aos
antibiéticos. A andlise filogenética demonstrou a presenca de trés grupos filogenéticos
de K. pneumoniae, tanto nas linhagens clinicas quanto naquelas da microbiota intestinal
normal. O grupo KPI reuniu o maior numero de isolados da microbiota normal (44/57 -
77%) e de isolados clinicos (26/34 - 76%), como também tem sido relatado na Europa,
mostrando que estes grupos sao conservados em K. pneumoniae (BRISSE; VERHOEF,
2001). Esse grupo também reuniu a maior proporcao de isolados multidroga resistentes
(MDR) e extensivamente droga resistentes (XDR), ja os grupos KPIl A e B e KPIII
apresentaram maior numero entre os isolados da microbiota intestinal normal, em
comparacao aos de origem clinica. As taxas de resisténcia dos isolados clinicos do grupo
KPI foi duas ou trés vezes mais alta do que em isolados dos grupos KPIl A e B e KPIII,
para a maioria dos agentes antimicrobianos. Essa prevaléncia de resisténcia no grupo
KPI também foi demonstrada no estudo de Melo e colaboradores (2011).

Estudos tém demonstrado a presenca desses grupos em linhagens de origem
hospitalar, da comunidade e da microbiota normal. Quatrocentos e vinte linhagens
clinicas de K. pneumoniae foram alocadas nos grupos KPI (345/82,1%), KPII (29/6,9%)
e KPIII (46/11%) (BRISSE, 2004). Além disso, o grupo filogenético KPI apresentou taxas
mais elevadas de resisténcia, seguido pelos grupos KPII (intermediario) e KPIIl (mais
baixos). Um outro estudo no Brasil envolvendo linhagens clinicas, linhagens da

comunidade e da microbiota normal demonstrou que o grupo filogenético KPI foi o grupo
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com a maior proporcéo de isolados em relagdo aos outros grupos encontrados, e o que
demonstrou maiores percentagens de resisténcia, sendo 69,3% multidroga resistentes
(clinicos), seguido pelos grupos KPII clinicos (7,5%), comunidade (1%) e normal (4,3%)
e KPIII clinicos (2%), comunidade (1%) e normal (4,2%) com menores percentagens de
resisténcia. Também foi observada a producédo de ESBL por 29,3% dos isolados do grupo
KPI. Ja os isolados da microbiota normal ndo apresentaram multirresisténcia ou producéo
de ESBL (MELO et al, 2001), como também demonstrado em nossos resultados.

Recentemente, os grupos KPI, KPIl, e KPIll definidos com base no
sequenciamento dos genes gyrA e parC (BRISSE; VERHOEF, 2001) vem sofrendo
alteracdes significativas. Analises filogenéticas com sequencias concatenadas dos genes
fusA, gapA, gyrA, e rpoB demonstraram que os grupos KPI e KPIII correspondem a K.
pneumoniae e K. variicola, respectivamente, ao passo que KPII-A e KPII-B formaram
grupos separados. De acordo com caracteristicas fenotipicas e genotipicas foram
descritas K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (DSM 28211) e K.
quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (DSM 28212) para linhagens KPII-A e KPII-
B, respectivamente (ROSEN et al, 2004; FEVRE et al, 2005; BRISSE et al, 2014). Embora
K. guasipneumoniae e K.variicola sejam capazes de provocar infeccbes em humanos,
estas parecem ser menos patogénicas que K. pneumoniae, estando associada mais
frequentemente a colonizacdo. K.quasipneumoniae (KPIl) foi encontrada quase
exclusivamente em seres humanos, entretanto, foi mais associada a colonizacéo (50%)
do que a infeccdo hospitalar (25%), consistente com a baixa viruléncia e infeccao
oportunista (HOLT et al, 2015).

Um outro estudo envolvendo o sequenciamento de 328 cepas de K. pneumoniae,
isoladas de humanos e animais de quatro continentes, revelou um total de 1.743 genes,
codificados em 1,48 Mbp, conservados em todos genomas, e 175,120 SNPs. Andlises
filogenéticas de decomposicao dividida (Split network) e maxima verossimilhanca (ML)
desses SNPs identificou quatro filogrupos, correspondendo aos grupos previamente
definidos como KPI, KPII-A, KPII-B, e KPIIl, com bootstrap 100% (HOLT et al, 2015).

Um dos dados mais relevantes do presente estudo foi a andlise filogenética de
linhagens da microbiota intestinal normal e clinicas utilizando sequéncias do gene gyrA

com a mesma topologia demonstrada pela analise da sequéncia multilocus de cinco
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genes e pelo sequenciamento de 328 genomas de K. pneumoniae por Brisse e
colaboradores (2014) e Holt e colaboradores (2015), respectivamente. As linhagens da
microbiota intestinal normal e as clinicas apresentaram o0s trés grupos, grupos
filogenéticos (KPI, KPII- A e B e KPIll), atualmente denominados K. pneumoniae (KPI),
K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (KPII-A), K. quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae (KPII-B) e K. variicola (KPIIl) (Figuras 10 e 11). Foi demonstrada
também, a presenca de linhagens K. variicola MDR produtoras de ESBL, associadas ao
grupo filogenético KPIII, dado bastante raro, verificado, pela primeira vez, em 3 linhagens
clinicas de K. variicola, isoladas no Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz
de Fora, Minas Gerais (ALVES et al, 2006). Esses resultados mostram claramente a
disseminagcédo de genes de resisténcia entre linhagens de Klebsiella spp no ambiente
hospitalar.

A prevaléncia de altos niveis de resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos
incluindo carbapenémicos e cefalosporinas de 22 32 e 42 geracao, verificados nos
isolados clinicos deste estudo (Grafico 1) sinalizam alta taxa de prescricdo de antibioticos
carbapenémicos na unidade hospitalar analisada, levando a disseminacdo de genes de
resisténcia, principalmente por mutacdes e por transferéncia horizontal de genes
(LIVERMORE, 2010; HOLT et al, 2015). Antibidticos beta-lactamicos sdo os mais
comumente adotados no tratamento de infec¢des bacterianas e continuam a ser a causa
principal do aumento da resisténcia a essa classe de antibioticos entre bactérias Gram
negativas em todo o mundo. A exposicao persistente de cepas bacterianas a antibioticos
beta-lactdmicos vem induzindo a producdo e mutacao dindmica e continua de enzimas
beta-lactamases (ESBL), ativas, até mesmo, sobre antibiéticos beta-lactamicos
recentemente desenvolvidos (PATERSON; BONOMO, 2005; PITOUT; LAUPLAND,
2008).

Ao longo dos ultimos 15 anos, enzimas beta-lactamases de espectro estendido-
ESBL resistentes a maioria dos antibidticos beta-lactamicos tem evoluido. Uma destas,
a CTX-M-15, inicialmente encontrada em E. coli e atualmente em outros membros da
familia Enterobacteriaceae, € frequentemente associada com uma linhagem especifica,
uropatogénica, a ST131 que se espalhou pelo mundo (BUSH; FISHER, 2011;
WOODFORD et al, 2011). A prevaléncia de K. pneumoniae produtora de ESBL no mundo
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€ observada, principalmente, na América Latina, onde dados de 33 centros da América
Latina, durante o periodo 2004-2007, no ambito do ensaio de avaliacdo e vigilancia de
tigeciclina demonstrou que 36,7% das K. pneumoniae foram produtoras de ESBL (ROSSI
et al, 2008).

De fato, a descoberta de antibi6ticos pode ser considerada um momento decisivo
na histdria da humanidade. Por outro lado, o uso indiscriminado dessas drogas tem sido
acompanhado pelo rapido aparecimento de estirpes resistentes. Especialistas alertam
para um retorno a era pré-antibiética, um banco de dados revela a existéncia de mais de
20.000 potenciais genes de resisténcia (r) de cerca de 400 tipos diferentes, previstos a
partir de sequéncias do genoma de bactérias disponiveis (LIU; POP, 2009). Por sorte, 0
namero de determinantes de resisténcia funcionais em agentes patogénicos € muito
menor (DAVIES; DAVIES, 2010).

Outro dado igualmente relevante, neste estudo, foi a alta susceptibilidade a
fosfomicina, o que converge com dados da literatura, pois atualmente a prescricdo de
fosfomicina é inferior a outras classes de antibiéticos, o que provoca uma menor pressao
seletiva e consequentemente maior susceptibilidade. Este foi o caso de um estudo
envolvendo 4264 pacientes, de onde foram isolados E. coli (76.7%), Enterococcus
faecalis (4.0%), Staphylococcus saprophyticus (3.6%), K. pneumoniae (3.5%) e Proteus
mirabilis (3.5%) de urina. As cepas de E. coli demonstraram as maiores taxas de
susceptibilidade a fosfomicina (98.1%) (NABER et al, 2008). Ho e colaboradores (2010)
também demostraram boa atividade in vitro da fosfomicina sobre o E. coli e K.
pneumoniae produtoras de ESBL. De fato, recentemente, ha um interesse na utilizacao
de fosfomicina no tratamento de infeccbes sistémicas causadas por bactérias Gram-
negativas multirresistentes, especialmente enterobactérias resistentes a outros
antibioticos tradicionalmente utilizados (KARAGEORGOPOQOULOS et al, 2011). No
entanto, € importante ressaltar que, no presente estudo, linhagens clinicas de K.
pneumoniae (KPI) apresentaram resisténcia a fosfomicina (12%). Um outro antibiético
gue mostrou alta atividade frente aos isolados analisados, neste estudo, foi a colistina,
gue devido ao seu efeito nefrotdxico é um dos ultimos recursos adotados no combate das
infeccbes (FALAGAS; KASIAKOU, 2006). Realmente, na déecada de 90, com o

aparecimento de bactérias multirresistentes, inclusive aos antibidticos beta-lactamicos,
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aminoglicosideos e quinolonas, ressurgiu o interesse pelas polimixinas no combate as
bactérias multirresistentes (ZAVASCKI et al, 2007).

No presente estudo, altas taxas de susceptibilidade aos antimicrobianos pelos
isolados da microbiota intestinal normal podem estar associadas ao resultado da atuacao
dessa microbiota como barreira contra a colonizacdo de microrganismos potencialmente
patogénicos (resisténcia a coloniza¢do). A utilizacao de agentes antimicrobianos que néo
alterem a resisténcia a colonizacdo diminue a propagacao de cepas resistentes entre
pacientes e ou individuos saudaveis e, consequentemente, a disseminacdo de
microrganismos resistentes (SULLIVAN; EDLUND; NORD, 2001). Efeitos da
administracdo de antibidticos sobre as taxas de resisténcia da microbiota intestinal vem
sendo estudados. Especificamente, um estudo avaliou as alteragcdes da taxa de
resisténcia em isolados fecais ap6s uma unica dose oral de 3 g de fosfomicina
trometamol em oito voluntarios saudaveis (REVEES et al, 1988). Bactérias coliformes
resistentes a fosfomicina foram isoladas em trés voluntarios (37,5%), que
desapareceram em 7-14 dias. Floor and colaboradores (1994) avaliaram o efeito da
amoxicilina na microbiota intestinal de pacientes com bronquite. Foi verificado um
aumento significativo de bastonetes Gram-negativos aerdbicos, a presenca de cepas
resistentes em 35% dos pacientes, além de uma flora anaerdbia inalterada.

Em outro estudo, num ensaio clinico, 62 mulheres adultas com cistite aguda
receberam 3 g de fosfomicina como dose Unica, 250 mg de ciprofloxacina 2 vezes por dia
por 3 dias ou 100 mg de nitrofurantoina duas vezes por dia durante 7 dias (GUPTA et al,
2005). Nao foram vericados isolados de E. coli de origem fecal resistentes a fosfomicina
e nitrofurantoina. Em contraste, bactérias resistentes a ciprofloxacina foram isoladas em
2/25 (8%) de pacientes no grupo submetido a ciprofloxacina.

Outro fator que pode ter influenciado a alta susceptibilidade dos isolados da
microbiota intestinal normal, foi a reducédo do uso indiscriminado de antibioticos pelos
individuos, devido a medida restritiva de comercializacéo de antibiéticos implementadas
pela ANVISA em 2010 RDC 44/2010 (BRASIL, 2010b), atualizada pela RDC 20/2011
(BRASIL, 2011).
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No presente estudo, isolados resistentes das microbiotas A e B foram mais
frequentes em individuos acima de 35 anos. Foi verificado que isolados, de ambas
microbiotas apresentaram maior nimero de organismos resistentes na faixa etaria 20-50
anos, quando comparados aos individuos mais jovens. Isso se deve, provavelmente, a
maior exposi¢do de individuos desta faixa etaria a fatores que alteram o equilibrio da
microbiota intestinal normal. Embora a composicdo da microbiota intestinal seja
relativamente estavel em individuos saudaveis, esta pode ser alterada em razao de
fatores como idade, estado fisiologico, uso de drogas, doencas, dieta, estresse
(MITSUOKA, 1992).

A presenca de linhagens clinicas de produtoras de ESBL, principalmente, K.
variicola e de perfis de resistencia MDR, XDR nas linhagens clinicas de K. pneumoniae
e K. quasipneumoiae, neste estudo, sinalizam a presenca de disseminacao de genes de
resisténcia no ambiente hospitalar. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que
a determinacdo das relagbes filogenéticas entre espécies e subespécies do género
Klebsiella forneceu uma avaliacdo mais detalhada da distribuicdo das propriedades
fenotipicas, que podem ser associadas a caracteristicas clinicas e epidemioldgicas

distintas desse patégeno, oportunista, em ambientes hospitalares e na microbiota normal.



7. CONCLUSOES

As abordagens fenotipicas e moleculares utilizadas nesse estudo apresentaram
resultados compativeis com K. pneumoniae;

Os voluntarios sadios que nao fizeram uso de antibiéticos no periodo minimo de
1 més anterior a coleta e 0os que se submeteram a antibioticoterapaia nesse
mesmo periodo demonstraram a presenca de K. pneumoniae no material fecal;
As cepas de K. pneumoniae isoladas da microbiota normal do trato intestinal
apresentaram altas taxas de susceptibilidade aos antibidticos; isolados de
voluntarios que fizeram uso de antibi6tico (microbiota B) apresentaram um perfil
de resisténcia mais diverso que aquelas isoladas de individuos que néo fizeram
uso (microbiota A);

A prevaléncia de K. pneumoniae MDR e XDR em isolados clinicos sugere altas
taxas de transferéncia horizontal de genes no ambiente hospitalar;

As altas taxas de resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos, em isolados
clinicos e em isolados da microbiota normal, sugerem que a exposicéo
persistente de cepas bacterianas a estes antibioticos vem induzindo a producéo
e mutacao continua de enzimas beta-lactamases e ESBL;

Os isolados clinicos e da microbiota apresentaram um alto percentual de
linhagens do grupo filogenético KPI. Entretanto, a propor¢édo de isolados KPIII
foi maior em isolados da microbiota normal, confirmando sua ocorréncia na
colonizagéo;

¢ Altas taxas de resisténcia aos antibiéticos nas linhagens do grupo filogenético
KPI confirmam seu alto potencial patogénico em relagédo aos outros grupos;

¢ Os resultados obtidos nesse estudo, demonstram que os grupos filogenéticos
KPI, KPII-A e B e KPIIl, possuem uma estrutura heterogénea com caracteristicas
epidemiologicas distintas tanto em ambientes hospitalares quanto na microbiota

normal.
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