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RESUMO

Klebsiella pneumoniae € um organismo de grande relevancia clinica, associado
a etiopatogenia tanto de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude como
comunitarias, entre elas, infecgdo do trato urinario (ITU). Tem habilidade de
adquirir e transferir genes de resisténcia a antimicrobianos, caracteristica
importante em sua emergéncia como patogeno resistente a multiplos farmacos.
Entre as enterobactérias, o principal mecanismo de resisténcia a antibacterianos
B-lactamicos, os mais frequentemente utilizadas na pratica clinica, é a produgéo
de enzimas -lactamases. Devido a relevancia clinica de K. pneumoniae, a sua
associagdo com ITU comunitaria e a disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca dos genes
blaxpc1,2,3, blasnv, blactx-v e blatem em 519 amostras de K. pneumoniae isoladas
de ITU adquirida na comunidade e analisar o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana das amostras. Lise térmica foi utilizada para extracao de DNA,
empregado como molde em PCR para pesquisa dos marcadores genéticos
mencionados. Ainda, os dados relativos ao perfil fenotipico de suscetibilidade
antimicrobiana das amostras bacterianas, incluindo triagem de amostras
produtoras de [-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e KPC foram
analisados. O estudo demonstrou que 51,6% das amostras de K. pneumoniae
abrigavam pelo menos um dos genes pesquisados. As seguintes frequéncia
relativas foram observadas: blasxv= 46,1%; blactx-m = 7,3%; blatem= 5,6%; blakrc
= 1,0%. Dois e trés marcadores foram detectados simultaneamente em 6,0% e
1,2% das amostras. No que se refere ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana,
a menor e maior taxa de resisténcia foram observadas para amicacina (0,2%
resisténcia e 0,4% resisténcia intermediaria) e ampicilina (100% resisténcia),
respectivamente. De forma geral, observou-se predominio de suscetibilidade aos
antimicrobianos, com frequéncia superior aquelas habitualmente relatadas para
o grupo. Destaca-se resisténcia/resisténcia intermediaria a nitrofurantoina de
30,3%. Das 51 (9,8%) amostras que expressaram multirresisténcia, 41
apresentaram algum dos genes analisados, o que sugere que a producéao de [3-
lactamases esta relacionada ao perfil de resisténcia observado. Conclui-se que
as B-lactamases pesquisadas representam um importante mecanismo de
resisténcia de K. pneumoniae associada a ITU comunitaria, visto que mais da
metade das amostras albergavam ao menos um dos quatro genes investigados.
Além disso, mesmo as B-lactamases de espectro estreito, mais prevalentes em
amostras bacterianas que circulam na comunidade, sao capazes de
comprometer a antibioticoterapia, considerando-se os esquemas comumente
utilizados para tratamento de pacientes com infecgcbes comunitarias, como
cefalosporinas de primeira geracdo e penicilinas. Os resultados desta
investigacao contribuem para o entendimento da epidemiologia do quadro e para
a proposicao de antibioticoterapia empirica.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae, infecgdo urinaria, resisténcia
antimicrobiana, B-lactdmicos, B-lactamases.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a clinically relevant organism associated with the
etiopathogenesis of both healthcare-associated infections and community-
acquired infections, including urinary tract infection (UTI). The microorganism is
able to acquire and transfer antimicrobial resistance genes and consequently to
this ability the bacterium emerged as a multidrug resistant pathogen. The most
commonly employed antimicrobial drugs in the clinical routine are B-lactams and
among enterobacteria the most important resistance mechanism is the
production of B-lactamases enzymes. Considering the clinical relevance of K.
pneumoniae, its association with community acquired UTI, and the spread of
antimicrobial resistance, we developed this study aiming to evaluate the
presence of blakec1,2,3, blashv, blactx-m, and blatem among 519 K. pneumoniae
isolates obtained from community-acquired UTI patients, and to analyze the
antimicrobial susceptibility profile of bacterial isolates. After boiling extraction of
DNA, PCR was performed in order to search for the genetic markers described
above. Data on the phenotypic antimicrobial susceptibility profile including the
screening for extended spectrum B-lactamases (ESBLs) producing isolates and
KPC were analyzed. The study revealed that 51.6% of K. pneumoniae isolates
harbored at least one of the studied markers. The following relative frequencies
were observed: blastv = 46.1%; blactx-m = 7.3%; blatem = 5.6%; blakrc = 1.0%.
Two and three of these genes were detected simultaneously in 6.0% and 1.2%
of K. pneumoniae strains, respectively. In regard to the antimicrobial susceptibility
profile the lowest resistant rate was detected for amikacin (0.2% resistance and
0.4% intermediate resistance) and the highest frequency of resistance was
observed for ampicillin (100% resistance). Overall high susceptibility rates were
detected, most of them higher than those previously reported. However it is
noteworthy the resistance/intermediate resistance frequency to nitrofurantoin
(30.3%). Among the 51 (9.8%) multiresistant isolates 41 presented at least one
of the genes evaluated in this study suggesting that the synthesis of f-lactamases
is associated with the resistance profile. Data generated reinforce that -
lactamases production is a relevant resistance mechanism among K
pneumoniae associated with community-acquired UTI, since more than half of
the study group harbored at least one of the four genes investigated. Besides
this, even the narrow-spectrum [-lactamases, which are more prevalent in
bacterial strains that circulate in the community, may interfere in the antimicrobial
therapy outcome considering the commonly drug regimens used for the treatment
of patients with community-acquired infections, such as first generation
cephalosporins and penicillins. Data generated by this study contribute to
understanding the epidemiology of UTI and to the designing of more efficient
empirical antimicrobial therapy.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, urinary tract infection, antimicrobial
resistance, B-lactams, 3-lactamases.
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1 INTRODUGAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENERO Kilebsiella

O género Klebsiella esta incluido na familia Enterobacteriaceae, sendo
composto por 16 espécies e cinco subespécies (EUZEBY, 2018). Alguns
representantes do género sdo patégenos de seres humanos, sendo
responsaveis por diversas doencgas infecciosas adquiridas na comunidade e em
instituicdbes de saude (KUMADE et al., 2016; MANSOUR et al.,, 2017). As
espécies de Klebsiella sao de natureza ubiqua, podendo ser encontradas em
diferentes ambientes, como solo, agua e plantas, ou mesmo na microbiota
indigena de mamiferos, em especial, no intestino desses hospedeiros. S&o
bactérias Gram negativas e, comumente, formam colénias mucoides, pela
producdo de polissacarides capsulares (K), caracteristica associada a sua
patogenicidade (CESCUTTI; BENEDETTO; RIZZO, 2016; MAISONNEUVE et
al., 2017).

Dentre as espécies incluidas no género, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella
oxytoca destacam-se por sua relevancia clinica na medicina humana, sendo, a
primeira, em particular, responsavel por grande parte das infec¢gdes que
acometem os tratos urinario e respiratorio. Inseridas nesta espécie, trés
subespécies merecem destaque, quais sejam, K. pneumoniae pneumoniae, K.
pneumoniae ozaenae e K. pneumoniae rhinoscleromatis (KUMADE et al., 2016;
MANSOUR et al., 2017).

A espécie K. pneumoniae € reconhecida como importante agente de IRAS
(Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude), considerada um dos principais
patogenos nosocomiais do mundo (CERDEIRA et al., 2016). A espécie vinha
sendo, ha algum tempo, isolada de pacientes imunocomprometidos, mas, mais
recentemente, passou a ser relatada, também, como importante patéogeno
associado a doencgas infecciosas adquiridas comunitarias (KUMADE et al.,
2016).

13



1.2 A ESPECIE K. pneumoniae

Os representantes da espécie K. pneumoniae sao bactérias anaerodbias
facultativas, imodveis, nao fastidiosas, podendo ou nao expressar capsula
polissacaridica. Encontram-se distribuidos no solo, na agua, no esgoto e em
associagao com plantas. Tém habilidade para colonizar uma grande diversidade
de hospedeiros e sitios anatdmicos de seres humanos, incluindo o sistema
respiratorio, o trato intestinal e a pele. Estdo estreitamente relacionados a outros
patégenos, como Salmonella enterica e Escherichia coli (DOORDUIJIN et al.,
2016; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016; WYRES; HOLT, 2016). As colbnias
de K. pneumoniae sao grandes e, frequentemente, tém aparéncia mucoide
(ZHAO et al., 2010) (FIGURA 1).

Figura 1 - Klebsiella pneumoniae em agar sangue.

Fonte: Centers for Diseases Control and Prevention, 2015.

A espécie K. pneumoniae esta entre os patdgenos oportunistas mais comumente
isolados de IRAS e doengas infecciosas da comunidade (RANJBAR et al., 2016).

Esta incluida no grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,

14



K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp.), representado por espécies bacterianas de grande interesse
clinico, responsaveis pelo desencadeamento de doencgas infecciosas graves,
que apresentam grau elevado de viruléncia e estdo associadas a resisténcia a
diversos antimicrobianos (REDFERN et al., 2017). Em neonatos, idosos e outros
individuos imunocomprometidos, K. pneumoniae pode causar, por exemplo,
pneumonia, ITU e infeccbes da corrente sanguinea, em especial, IRAS
(DOORDUIIN et al., 2016). Porém, o recente surgimento e disseminagdo de
linhagens hipervirulentas tém aumentado o numero de pessoas suscetiveis a
infeccdo pelo organismo, incluindo individuos saudaveis e imunocompetentes
(PACZOSA; MECSAS, 2016). Sao relatadas, além das infecgdes ja citadas,
abscesso esplénico, empiema, endoftalmite e meningite, entre outras (LIU et al.,
2016; SINGH, 2017).

O genoma médio de K. pneumoniae é de 5,5 Mb, com, aproximadamente, 5.500
genes. O conjunto génico comum a todas as linhagens da espécie inclui menos
de 2.000 genes, sendo, os demais, adicionais ou acessorios. Tais genes podem
estar relacionados com caracteristicas importantes envolvidadas na
patogenicidade da bactéria, como fatores gerais associados a resisténcia a
antimicrobianos, por exemplo, producao de B-lactamases, expressao de capsula,
sideréforos e adesinas e resisténcia a condicdes de estresse e a metais pesados,
dentre outras. Esta variagdo de genes acessoérios pode contribuir para a
sobrevivéncia da espécie em diferentes habitats (RANJBAR et al., 2016;
WYRES; HOLT, 2016).

1.3 FATORES DE PATOGENICIDADE DE K. pneumoniae

Devido ao reconhecimento de K. pneumoniae como um patdégeno prevalente,
resistente a multiplos antimicrobianos, é fundamental uma melhor compreensao
dos mecanismos expressos pela bactéria que possibilitam sua sobrevivéncia no

hospedeiro humano, assim como sua capacidade de causar doenca. Além da
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aquisicao e transferéncia de genes de resisténcia a antimicrobianos, por meio de
plasmidios e transposons, varios fatores de patogenicidade tém sido
considerados determinantes para o desenvolvimento da doenga associada ao
microrganismo, incluindo capsula, LPS, sideréforos e adesinas, como
mencionado anteriormente (DOORDUIJN et al., 2016; MOEMEN; MASALLAT,
2017; RANJBAR et al., 2016).

1.3.1 CAPSULA

A capsula de K. pneumoniae é composta por uma camada densa de,
aproximadamente, 160 nm de espessura, formada por polissacarides. Mais de
70 tipos diferentes de polissacarides capsulares, ou antigenos K, foram descritos
para o organismo, sendo eles a base para a sorotipagem K. Tem por fungéo
proteger efetivamente a bactéria em ambientes hostis. E um dos fatores mais
importantes para a colonizacao do trato urinario, pois contribui para a evasao do
sistema imune e a protecao contra a acao de antimicrobianos. Deve-se ressaltar
sua relevancia na formagao de biofilme (CAMPOS et al., 2004; CESCUTTI;
BENEDETTO; RIZZO, 2016; DOORDUIJN et al., 2016; REGUE et al., 2004).

K1 e K2 s&o os sorotipos mais virulentos de K. pneumoniae no que se refere a
doencas infecciosas adquiridas na comunidade e segundo dados gerados por
estudos com animais. As propriedades antifagocitarias de amostras destes
sorotipos podem explicar seu alto grau de viruléncia, contribuindo para a
resisténcia a fagocitose por neutrdfilos (LIN et al., 2017). O acido sialico presente
na extremidade do polissacaride capsular pode ser o responsavel pela inibicao
da fagocitose mediada pelo complemento, visto que sua remogao restaura a
capacidade fagocitaria (DOORDUIJN et al., 2016).

16



1.3.2 ADESINAS FIMBRIAIS

A adesdo bacteriana as células €, geralmente, mediada por interagdes
especificas adesina-receptor. In vivo, as bactérias sdo normalmente expostas a
forte risco de serem arrastadas pelo fluxo de fluidos, como o jato de urina, que
funciona como uma defesa natural do organismo contra a colonizag&o bacteriana
(ZAKRISSON et al., 2013). Estudos demonstram que a expressao de fimbria tipo
1 aumenta o grau de viruléncia de uropatdégenos, como E. coli (UPEC-
Escherichia coli uropatogénica), mediando a adesao bacteriana e a invasao de
células epiteliais da bexiga (SJOSTROM et al., 2009).

As fimbrias tipo 1 s&o organelas finas, rigidas e com superficie adesiva,
encontradas em todos os membros da familia Enterobacteriaceae (KLEMM;
SCHEMBRI, 2000). Em uma bactéria fimbriada, centenas destas organelas
irradiam-se, de forma peritriquea, a partir da superficie celular até uma distancia
de cercade 1 ym. As fimbrias de E. coli sdo as mais extensivamente estudadas,
existindo grande correspondéncia fenotipica e genotipica entre estas e as

estruturas presentes em K. pneumoniae (SCHEMBRI et al., 2005).

Fimbrias tipo 1 exercem as propriedades adesivas por meio da adesina FimH,
um componente menor situado nas pontas das fimbrias. A subunidade FimH
consiste de dois dominios, um dominio adesina amino-terminal (que se liga ao
receptor celular) e um dominio pili carboxi-terminal (ROSEN et al., 2008; STEEN
et al., 2013; STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2008).

As fimbrias tipo 3 também sdo expressas por muitas enterobactérias, sendo
capazes de mediar a ligagao entre K. pneumoniae e varias células humanas, tais
como células endoteliais e células epiteliais dos tratos respiratério e urinario
(HUANG et al., 2009; SAHLY et al., 2008). A proteina MrkD, principal
componente estrutural das fimbrias tipo 3, € fator importante na ligagdo do
microrganismo as moléculas de colageno. Portanto, as fimbrias tipo 3 parecem
desempenhar duas funcdes importantes, sendo elas, promover a interacao da
bactéria a receptores especificos das células e tecidos do hospedeiro e facilitar
a formacgao de biofilme (LANGSTRAAT et al., 2001).
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1.3.3 SIDEROFOROS

O ferro é um elemento essencial para os organismos vivos e € utilizado para
catalisar uma grande variedade de reagdes enzimaticas indispensaveis
(WILSON et al., 2016). A capacidade das bactérias de competir pelo ferro no
organismo hospedeiro € de importancia primordial para sua viabilidade, de forma
a estar apta a promover o estabelecimento da infecgdo. Sendo assim, as células
bacterianas desenvolvem sistemas de assimilacido deste importante metal pela
producao de quelantes de ferro de baixo peso molecular, chamados sideréforos
(LOPES et al., 2016).

Entre as enterobactérias, trés sistemas de sideroforos sdo mais prevalentes,
enterobactina, aerobactina e yersiniabactina, sendo, o primeiro, aquele mais
frequentemente observado em K. pneumoniae (PODSCHUN; FISCHER,;
ULLMAN, 2000; ZHANG et al., 2017). Esses sideroforos podem desempenhar
papéis diferentes no metabolismo celular. Acredita-se que a enterobactina esteja
associada a infecgdes urinarias e a yersiniabactina relacionada a invasividade.
Portanto, a enterobactina parece estar ligada a patogenicidade classica de K.
pneumoniae, enquanto a aerobactina e yersiniabactina contribuiriam para uma
maior capacidade de invasdo, uma ameacga para populagdes vulneraveis
(FERTAS-AISSANI et al., 2013; LOPES et al., 2016).

1.3.4 BIOFILME

Biofilme pode ser conceituado como uma comunidade estruturada de células em
uma matriz polimérica autoproduzida e aderida a uma superficie inerte ou viva
(SATPATHY et al., 2016). Seu desenvolvimento é um processo complexo, em
que, geralmente, as primeiras células microbianas sao ligadas a uma superficie,
formando microcolénias que se diferenciam em macrocoldnias, formando
biofilmes maduros (YILMAZ; GUVENSEN, 2016). Alguns mecanismos possuem
papel importante neste processo, como, por exemplo, quérum sensing, que
consiste na producgao e liberacdo de moléculas de sinalizacdo para o meio,

estimulando a expressao de varios genes. Tal mecanismo desempenha fungéo
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relevante na adesao celular, conferindo ao biofilme maior protegcao em relacao
aos agentes antimicrobianos, além de possibilitar as bactérias executarem
fungdes bioldgicas relacionadas a sua patogenicidade (FARIA; PESSALACIA;
SILVA, 2016).

Estima-se que os biofilmes estejam envolvidos em, pelo menos, 65% de todas
as doencgas infecciosas bacterianas crénicas. Assim, tém papel relevante em
uma grande variedade de doengas, incluindo infec¢gdes do trato urinario,
endocardite e quadros associados a uso de cateteres (VAN LAAR et al., 2015).

A protecéao contra drogas antimicrobianas se da tanto pela barreira fisica, como
pela multiplicagdo lenta dos microrganismos. Além disso, o biofilme promove
proteg¢ao contra células do sistema imune e favorece também a transferéncia de
genes entre bactérias, o que pode levar ao surgimento de linhagens mais
virulentas e resistentes a antimicrobianos (CHENOWETH; SAINT, 2016;
SATPATHY et al., 2016).

Em K. pneumoniae, o biofilme pode estar associado a infeccbes dos tratos
respiratorio e urinario, especialmente em individuos com o sistema imune
debilitado (CHEN et al., 2014; CHILDERS et al., 2013). A utilizagao de cateteres
também é um evento que favorece a formacdo de biofilmes associados a
infecc&o urinaria, ja que estes interferem nas barreiras de defesa naturais do
corpo, como o proprio comprimento da uretra e a micgdo (CHENOWETH; SAINT,
2016).

1.3.5 LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

O LPS é o constituinte principal da membrana externa da parede de bactérias
Gram negativas, estrutura importante para a sobrevivéncia bacteriana, pois
estabelece uma barreira de permeabilidade eficiente contra uma variedade de
compostos que apresentam agao antimicrobiana (KIM et al., 2016). A molécula
de LPS também desempenha papel importante na interagcdo com o hospedeiro
mamifero, pois contribui para a patogenicidade bacteriana e pode estimular a
resposta imune (KIM et al., 2016; SPERANDEO; MARTORA; POLISSI, 2016).
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A fracdo mais conservada do LPS, o lipidio A, também ¢é conhecido como
endotoxina, e relaciona-se a resposta inflamatoria e, eventualmente, a choque.
Por sua vez, o antigeno O € o componente mais externo do LPS, projetando-se
a partir da membrana externa. Além da tipagem capsular, amostras de K.
pneumoniae podem ser classificados com base nesta molécula (tipagem O) (KIM
et al., 2016; SPERANDEO; MARTORA,; POLISSI, 2016). O1 é o sorotipo mais
prevalente entre as amostras de Klebsiella de origem clinica (DOORDUIJN et
al., 2016).

1.4 DROGAS ANTIMICROBIANAS B-LACTAMICAS

Os B-lactamicos representam um grupo de farmacos definidos pela presenca de
um anel B-lactédmico (FIGURA 2), responsavel por sua atividade antimicrobiana
e por sua toxicidade seletiva, visto que atuam na parede celular, estrutura
ausente nas células do ser humano hospedeiro (SUAREZ; GUDIOL, 2009).
Representam a classe de antimicrobianos mais amplamente utilizada na rotina
médica e possuem agao bactericida (BERTONCLHELI; HORNER, 2008;
KUBOYAMA, 2009). Compreendem as penicilinas, as cefalosporinas, os
carbapenémicos e os monobactamicos (AMINOV, 2007; GRUMACH, 2006;
ROSARIO et al, 2006; TAVARES, 2002).

FIGURA 2 - Estrutura geral dos 3 lactadmicos.

Y,
O/\OH

Fonte: ROSARIO; GRUMACH (2008).
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Os B-lactdmicos agem ligando-se as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs),
presentes na parede celular bacteriana. O efeito antimicrobiano é produzido pela
inibicdo da sintese da parede celular, numa etapa em que ligagdes cruzadas séo
formadas entre as cadeias de peptidoglicano. Assim, as células bacterianas
tornam-se permeaveis a fluidos, o que promove a lise celular (JUNIOR;
FERREIRA; CONCEICAO, 2004).

As penicilinas sdo substancias derivadas do acido (-aminopenicilanico e sua
hidrélise permitiu a sintese de diversos B-lactamicos por adigao e/ou substituicao
de radicais. Assim, as penicilinas mais antigas, como a benzilpenicilina, sao
obtidas de culturas de Penicillium chrysogenum, enquanto outras, modificadas,
como a amoxicilina, sdo semissintéticas, obtidas por incorporacdo de

grupamentos quimicos ao anel B-lactamico (WRIGHT, 1999).

As cefalosporinas foram descobertas em 1945, quando se detectou a producao,
pelo fungo Cephalosporium acremonium, de um composto efetivo contra
diversas bactérias, como Staphylococcus, Streptococcus, Salmonella enterica
Typhi e Brucella. Sao derivadas do acido 7-aminocefalosporanico e seu
mecanismo de acdo e demais propriedades sdo semelhantes aos das
penicilinas. Sao subdivididas em primeira, segunda, terceira, quarta e quinta
geragdes, de acordo com o espectro de atividade (YILMAZ; OZCENGIZ, 2017).

Da classe dos monobactadmicos, o aztreonam € o0 Unico antimicrobiano
disponivel no Brasil. Eles sado altamente resistentes a inativacdo por B-
lactamases, tendo sua principal indicagdo em casos de infecgbes causadas por
bastonetes Gram negativos nas quais ha falha terapéutica quando s&o
empregadas cefalosporinas de terceira geragdo. Nao sao ativos contra
microrganismos Gram positivos nem contra bactérias anaerdbias obrigatorias
(ORLICEK, 1999).

Os carbapenémicos possuem o espectro antibacteriano mais amplo entre os
antimicrobianos B-lactdmicos, com afinidade por PBPs de bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Os trés principais carbapenémicos disponiveis para
uso clinico sdo imipenem, meropenem e ertapenem (BABIC; HUJER; BONOMO,
2006).
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1.5 RESISTENCIA A DROGAS B-LACTAMICAS EM K. pneumoniae

A resisténcia a antimicrobianos é um fenémeno natural e antigo, que precede o
uso terapéutico de antimicrobianos em seres humanos. Muitos fatores tém papel
importante no aumento das taxas de resisténcia a antimicrobianos, destacando-
se, entre eles, o uso empirico e indiscriminado destes farmacos (BOYLE;
ZEMBOWER, 2015).

Além da presséo seletiva exercida pelas condi¢des do meio, mutagdes de genes
associados a resisténcia a antimicrobianos, que ampliam seu espectro de
atividade, e transferéncia de material genético, em que marcadores de
resisténcia sdo disseminados entre microrganismos, sdo determinantes para o
aumento das taxas de resisténcia observado. Ainda, a atual emergéncia e
disseminagao de clones multirresistentes, os quais podem ocorrer em nivel
global, também contribuem para o processo. Nos ultimos anos, a
multirresisténcia bacteriana vem sendo descrita como um problema de saude
publica mundial, com destaque para a emergéncia da resisténcia aos
carbapenémicos em enterobactérias (AGGA et al., 2015; DIAS; COELHO;
DORIGON, 2015; SEKAR et al., 2017).

Bactérias Gram negativas combinam as estratégias de alteragdo de
permeabilidade (porinas) e atividade de bombas de efluxo para expressar
resisténcia de alto nivel a B-lactamicos. A modificacdo de alvo (PBPs) também
contribui para a resisténcia em algumas espécies (LLARRULL et al., 2010).
Contudo, o principal mecanismo de resisténcia em enterobactérias esta ligado a
producao de enzimas, como as B-lactamases de espectro estendido (ESBLSs),
AmpC e carbapenemases. Tais enzimas atuam protegendo os microrganismos
dos efeitos letais dos antimicrobianos B-lactamicos (GARCIA-TELLO, et al.,
2014; MOXON, PAULUS, 2016). Os genes que codificam essas enzimas estao
localizados, na maioria das vezes, em plasmidios, que podem ser transferidos
para outras bactérias, facilitando a disseminagao em hospitais e na comunidade
(MOXON; PAULUS, 2016).
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1.5.1 B-LACTAMASES

A primeira B-lactamase foi descrita por Abraham e Chaim, em 1940, antes
mesmo do uso da penicilina para o tratamento de pacientes com infeccbes
bacterianas (BERTONCHELI; HORNER, 2008). Sdo enzimas que diferem em
estrutura e preferéncia de substrato, cujo mecanismo de acg&o parte da sua
associacdo ao anel B-lactdmico do antimicrobiano, causando hidrdlise e,
consequentemente, inativagdo do mesmo (SILVA; LINCOPAN, 2012).

Até entdo, mais de 1.600 tipos de B-lactamases foram descritas. De forma
resumida, tais enzimas podem ser agrupadas, com base em sua estrutura, em
quatro classes (A-D), de acordo com a classificagcdo de Ambler (1980) ou, com
base em sua fungao, divididas em trés grupos (1-3) e multiplos subgrupos,
usando a classificagdo de Bush-Jacoby (2010) (QUADRO 1) (AMBLER, 1980;
BUSH; JACOBY, 2010; MOXON; PAULUS, 2016).

As B-lactamases podem atuar por dois mecanismos diferentes, quais sejam,
utilizacdo de ions de zinco capazes de desencadear a ruptura do anel [3-
lactadmico, no caso das metalo-B-lactamases, ou utilizacdo da via éster-serina,
no caso das demais B-lactamases, que representam a maior parte das enzimas
(FIGURA 3) (LIVERMORE, 1995).

Figura 3 - Mecanismo de hidrélise dos B-lactamicos por B-lactamases de
espectro estendido.
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Legenda: ESBL, B-lactamases de espectro estendido; SER, serina.
Fonte: Adaptado de LIVERMORE, 1995.
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Quadro 1 - Classificagcéo das B-lactamases.

Classificagao Inibido por
Bush- Substratos preferenciais | CLA e Enzimas representativas
Ambler EDTA
Jacoby TZB
1 o Cefalosporinas, N N AmpC, P99,CMY-2, FOX-1,
cefamicina, penicilinas MIR-1
Cefamicina, penicilinas,
1e C cefalosporina de espectro N N GC1, CMY-37
estendido
2a A Penicilinas S N PC1
Penicilinas,
TEM-1, TEM-2, SHV-1, TLE-1
2b A cefalosporinas de S N
, (TEM-90)
espectro estreito
Penicilina, cefalosporinas CTX-M-15, CTX-M-44, PER-
2be A de espectro estendido, S N 1, SFO-1, SHV-5, TEM-10,
monobactamicos TEM-26, VEB-1
Penicilinas,
TEM-30, TEM-76, TEM-103,
2br A cefalosporinas de N N
) SHV-10, SHV-26
espectro estreito
Penicilina, cefalosporinas
2ber A de espectro estreito, N N TEM-50, TEM-68, TEM-89
monobactamicos
2c A Carbenicilina S N PSE-1, CARB-3
2d D Cloxacilina, oxacilina \Y% N OXA-1, OXA-10
Cefalosporinas de
2de D espectro estendido, \% N OXA-11, OXA-15
penicilinas
Carbapenémicos,
2df D \Y, N OXA-23, OXA-48
cloxacilina, oxacilina
2e A Cefalosporinas S N CepA
Carbapenémicos,
IMI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1,
2f A cefalosporinas, penicilinas \% N
o GES-2
e cefamicina
B-lactdmicos exceto
3a B N S IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1
monobactamicos
3b B Carbapenémicos N S CphA, Sfh-1

Legenda: CLA, acido clavulanico; TZB: tazobactan; EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético; N: ndo; S:
sim; V: variavel.
Fonte: Adaptado de BUSH; FISHER (2011).
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A partir da utilizagcao de [B-lactamicos de amplo espectro, as ESBLs também
passaram a ser detectadas. A primeira enzima deste tipo foi descrita na
Alemanha, na década de 1980, logo apds a introducéo das cefalosporinas de
terceira geracao na pratica clinica. Tratava-se da ESBL SHV-2, detectada, pela
primeira vez, em uma amostra de K. ozaenae e, posteriormente, em E. coli
(LIVERMORE, 1995; PATERSON et al., 2000).

Grande parte das ESBLs surgiu a partir de mutagées em genes que codificam [3-
lactamases classicas, que resultaram na substituicio de um ou mais
aminoacidos, aumentando o espectro hidrolitico da enzima transcrita. As ESBLs
conferem resisténcia a maioria dos antimicrobianos B-lactamicos, incluindo
farmacos de terceira e quarta geragdes, cefalosporinas e monobactamicos, mas
nao carbapenémicos e cefamicinas. Podem ser inativadas por inibidores de [3-
lactamases, como acido clavulanico e tazobactam (ADLER; KATZ;
LIVERMORE; BROWN, 2001; MARCHAIM, 2016; VERAS et al., 2011).

Entre as ESBLs que ndo séo derivadas das B-lactamases classicas (TEM-1,
TEM-2 e SHV-1), as enzimas CTX-M sdo as mais prevalentes. Além destas
familias de ESBLs ja bem estabelecidas, ha outras enzimas que também
possuem atividade de espectro estendido, porém, sdo detectadas em menor
frequéncia, como GES, PER, VEB, BES, SFO e TLA (ABRAR et al., 2017).

As ESBLs sdo expressas por grande variedade de bastonetes Gram negativos,
em especial, da familia Enterobacteriaceae, destacando-se K. pneumoniae e E.
coli. Sua ampla disseminacdo esta relacionada ao fato dos genes que as
codificam estarem, geralmente, localizados em plasmidios, o que facilita a sua
propagacgao (ABRAR et al., 2017; DZIRI et al., 2016).

A producédo de ESBLs tem emergido como o mais importante mecanismo de
resisténcia a drogas [-lactdmicas. Os microrganismos produtores de tais
enzimas foram, inicialmente, isolados de pacientes hospitalizados que,
provavelmente, faziam wuso de cefalosporinas. Atualmente, estes
microrganismos sdo encontrados também na comunidade (LUZZARO et al.,
2006; OLIVEIRA, 2008).
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1.5.1.1 B-LACTAMASES TIPO TEM

Em 1960, foi descoberta a primeira 3-lactamase cuja sintese € mediada por gene
plasmidial. A enzima foi detectada em uma amostra de E. coli proveniente de um
paciente cujo nome era Temoniera; assim, foi denominada TEM-1 (SILVA;
LICOPAN, 2012).

As enzimas TEM sao codificadas pelos genes blatem € pertencem a classe A do
sistema de classificacdo de Ambler. As enzimas classicas, TEM-1 e TEM-2, sdo
capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de primeira geragao (JACOBY;
MUNOZ-PRICE, 2005; VILLEGAS et al., 2008). O grupo de enzimas TEM,
especialmente TEM-1 e TEM-2, esta entre as 3-lactamases mais dispersas em
todo o mundo, sendo detectadas frequentemente em K. pneumoniae e E. coli
(COQUE, 2002).

No inicio de 1990, em associacdo ao uso excessivo de inibidores de [3-
lactamases, foram descritas enzimas variantes, resistentes a estes inibidores,
denominadas IRT (TEM resistente a inibidor) (ROBIN et al., 2007). Em meados
desta mesma década, um terceiro subgrupo de enzimas TEM foi identificado. Tal
subgrupo combinava caracteristicas de IRT e ESBL, ou seja, uma enzima TEM
com atividade de espectro estendido e resistente aos inibidores de -
lactamases. Essa nova enzima foi denominada complexo mutante TEM (CMT)
(YANG, 2010). Sao exemplos desta categoria TEM-12, TEM-39 e TEM-125, que
ja foram descritas em E. coli e K. pneumoniae (ROBIN et al., 2006). As variantes
TEM-10 e TEM-12 foram as primeiras ESBLs tipo TEM descritas na América do

Sul, reportadas por Paterson e colaboradores (2003).

1.5.1.2 B-LACTAMASES TIPO SHV

Descrita pela primeira vez em 1972, SHV-1 € uma enzima classica, codificada
pelo gene blasHv. Seu nome foi derivado de sua estrutura quimica sulfidril
variavel em seu sitio ativo de serina (abreviagcédo de sulphydril variable). SHV-1
apresenta acado apenas contra penicilinas e cefalosporinas de primeira geragéo,
sendo uma B-lactamase de espectro estreito. Inicialmente, foi descrita como uma

enzima codificada por genes cromossémicos, em bactérias do género Klebsiella.
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Em 1979, foi reportada a codificagdo plasmidial, o que contribuiu para a
disseminagao da caracteristica (CHAVES et al., 2001; POIREL; NORDMANN,
2002; THAI; PLEISS, 2010).

Em 1983, logo apds a introducdo das cefalosporinas de terceira geragado na
pratica clinica, foi identificada SHV-2, a primeira variante desta B-lactamase,
derivada de SHV1, com atividade hidrolitica mais ampla, sendo ativa contra
cefalosporinas de espectro estendido (SILVA, LICOPAN, 2012). Novos genes
tém surgido desde entdo, por meio de mutagbes nos genes classicos. A
substituicdo de apenas um aminoacido pode ser suficiente para tornar a enzima
mais eficiente ou aumentar seu perfil de hidrélise, ampliando seu espectro de
atividade (COQUE, 2002).

1.5.1.3 B-LACTAMASES TIPO CTX-M

Em 1990, Bauerfeind reportou, na Alemanha, a producdo de uma
cefalosporinase nao pertencente as familias TEM ou SHV, a qual denominou
CTX-M-1. Tal enzima era semelhante a enzima denominada MEN-1, identificada
na Franca, e a FEC-1, detectada no Japdo, em 1986. Por sequenciamento,
descobriu-se que se tratava da mesma enzima. No mesmo periodo, varios
relatos da enzima CTX-M-2 ocorreram na Argentina. Desde entdo, as enzimas
da familia CTX-M disseminaram-se de forma acelerada nos cinco continentes.
Dados da literatura sugerem que as mesmas se tornaram até mais prevalentes
que as enzimas dos tipos TEM e SHV. No Brasil, a primeira enzima do tipo CTX-
M foi identificada na década de 1990 (SILVA, LICOPAN, 2012).

No geral, as B-lactamases do tipo CTX-M hidrolisam cefotaxima e ceftriaxona de
forma mais eficiente do que ceftazidima, assim como sao inibidas com mais
eficacia pelo tazobactam do que pelo acido clavulanico (PEREZ et al., 2007). No
entanto, com a disseminagéo do uso de ceftazidima na pratica clinica, surgiram
variantes do gene blacTtx-m que codificam enzima com atividade hidrolitica deste
farmaco aumentada, como é o caso de CTX-M-15, identificada em espécies de
enterobactérias em todo o mundo. O gene blacTx-m-15 € comumente observado
em plasmidios que, na maioria das vezes, carreiam, também, genes

responsaveis pela resisténcia a outras drogas (ROSSOLINI et al., 2008).
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1.5.1.4 Klebsiella pneumoniae CARBAPENEMASE - KPC

Os carbapenémicos apresentam amplo espectro de atividade e constituem a
terapia de escolha para pacientes com IRAS graves ou doengas infecciosas
causadas por microrganismos resistentes as penicilinas e cefalosporinas
disponiveis. Isso se deve a sua elevada afinidade pelas PBPs do tipo 2,
estabilidade as B-lactamases, incluindo ESBLs e aquelas codificadas por genes
cromossbmicos (AmpC) e excelente permeabilidade através da membrana
externa bacteriana (BERTONCHELI; HORNER, 2008).

Os carbapenémicos sao hidrolisados por um tipo especifico de B-lactamase, as
carbapenemases. Estas séo divididas em trés grandes grupos: classe A - serina
carbapenemases, classe B - metalo-3-lactamases e classe D - oxacilinases
(BERTONCHELI; HORNER, 2008).

As carbapenemases da classe molecular A possuem capacidade de hidrolisar
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactadmicos. Nao séao
inativadas por EDTA e apenas parcialmente inibidas por acido clavulanico e
tazobactam (AMBLER, 1980; BERTONCHELI; HORNER, 2008; BUSH;
JACOBY, 2010; DJAHMI et al., 2014).

Dentre as carbapenemases de classe A, aquelas do tipo KPC destacam-se,
sendo capazes de hidrolisar uma gama de B-lactamicos, incluindo cefalosporinas
de terceira geragdo, monobactamicos e carbapenémicos. Isso restringe as
opcdes terapéuticas e contribui para a elevada taxa de mortalidade dos
pacientes infectados por amostras que expressam tais enzimas. As enzimas do
tipo KPC nao estdo limitadas a linhagens de K. pneumoniae; atualmente, sdo
descritas em diversas outras bactérias, tais como E. coli, Enterobacter, Serratia,
Morganella morganii, Citrobacter freundii, Salmonella enterica, K. oxytoca,
Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida (CAMPOS et
al., 2016; VALIDI et al., 2016).
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Nos ultimos anos, K. pneumoniae resistente a carbapenémicos tornou-se uma
preocupagao global, sendo a produgédo de carbapenemase mediada por genes
denominados blakec. Este € o mecanismo mais prevalente dentre os que

conferem resisténcia a esta classe de antimicrobianos (DALMOLIN et al., 2017).

O primeiro caso de K. pneumoniae produtora de KPC foi identificado na Carolina
do Norte, em 2001. No Brasil, o grupo apresentou grande disseminagao durante
a ultima década, sendo KPC-2 a unica variante da enzima reportada no Pais
(SAMPAIO; GALES, 2016). O surgimento de enterobactérias resistentes a
carbapenémicos representa uma grave ameaga a saude publica, ja que
restringe, de forma importante, as opg¢des de tratamento (CAMPOS et al., 2016;
GONGCALVES et al., 2016; VALIDI et al., 2016).

1.6 INFECCAO DO TRATO URINARIO

A ITU pode ser definida como a colonizagdo e multiplicagcdo microbiana no trato
urinario, desde a uretra até os rins, principalmente através da via ascendente,
mas, também, pelas vias hematogénica e linfatica. E considerada uma das
infecgdes bacterianas mais comumente relatadas e uma das principais razbes
para a prescricdo de antimicrobianos, com 150 milhdes de casos por ano em
todo o mundo. Pode ocorrer em todas as idades, acometendo, principalmente, o
género feminino (CURTISS; METHTHANANDA; DUCKETT, 2017; DIAS;
COELHO; DORIGON, 2015; KUMAR et al., 2016).

De forma simplificada, as ITUs s&o classificadas em dois tipos, com base no local
acometido. Assim, a forma mais comum, localizada no trato urinario inferior, é
também chamada de ITU ndo complicada, cistite ou infecgdo aguda do trato
urinario inferior. Caso o quadro progrida, em especial, por consequéncia de
tratamento inadequado, os rins podem ser acometidos e a doenga denomina-se
ITU complicada, pielonefrite ou infecgdo aguda do trato urinario superior. Pode

ser acompanhada por obstru¢cao do trato urinario e insuficiéncia renal, culminar
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com sepse e evoluir para 6bito (DIAS; COELHO; DORIGON, 2015; KUMAR et
al., 2016; NICOLLE, 2016).

Quando a infecg&o € sintomatica, o quadro clinico pode ser bastante sugestivo
para o diagnostico, incluindo disuria, polaciuria, dor lombar e/ou suprapubica,
febre e calafrios (na pielonefrite), urgéncia miccional, nicturia, urina turva (pela
presenca de piuria) e/ou avermelhada (pela hematuria). Contudo, a confirmagao
requer urocultura, considerada padr&o-ouro no diagnostico da doenga (PAULA
et al., 2015).

A maior prevaléncia da ITU no género feminino ocorre por caracteristicas como
a prépria anatomia da uretra, mais curta e proxima ao anus, favorecendo a
infeccdo. No género masculino, além da uretra ser mais longa e distante do anus,
os fluidos prostaticos bactericidas contribuem para dificultar a infecgao. Portanto,
quando observada neste grupo de pacientes, a ITU esta associada,
frequentemente, a fatores predisponentes (DIAS; COELHO; DORIGON, 2015;
KUMAR et al., 2016). As caracteristicas relacionadas ao hospedeiro que podem
predispor a ITU incluem, além do género, fatores de risco gerais, tais como,
fatores anatdmicos ou funcionais que bloqueiam o fluxo normal da urina, uso de
cateteres uretrais e imunidade (KOVES; WULLT, 2016).

Segundo Paula et al. (2015), a ITU acomete de 1 a 3% das meninas em idade
escolar, com aumento acentuado da incidéncia no inicio da atividade sexual.
Calcula-se uma incidéncia anual de 7% em mulheres de todas as idades,
atingindo um pico maximo entre 15 e 24 anos de idade e entre mulheres com

mais de 65 anos.

No que se refere ao género masculino, a incidéncia da infecgéo urinaria aumenta
apo6s os 50 anos de idade (HEAD, 2008). A instrumentagcédo das vias urinarias,
incluindo o cateterismo vesical, e a ocorréncia de doenga prostatica sdo os
fatores mais implicados no aumento da incidéncia no grupo. Entre idosos e em
individuos hospitalizados, as taxas também sao elevadas, tanto pelos fatores
previamente citados como pela presenca de comorbidades que aumentam a
suscetibilidade as infecgdes. As taxas de ocorréncia da doenga sdo maiores em
homossexuais masculinos, principalmente pela pratica de sexo anal sem
protegao, nos individuos com prepucio intacto e em portadores de infecgao pelo
HIV (LOPES; TAVARES, 2004).
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O diagnéstico da ITU é realizado, inicialmente, por exame clinico, seguido pela
propedéutica laboratorial. A urocultura que, como ja mencionado, € o padrao-
ouro para diagnostico da doenga, € um procedimento trabalhoso, cujas principais
desvantagens sao custo e tempo necessario para liberagcédo do resultado. Como
a maioria dos uropatégenos sdo bactérias Gram negativas, Agar Sangue e Agar

MacConkey sao frequentemente utilizados (KUMAR et al., 2016).

A terapia antimicrobiana empirica de amplo espectro deve ser orientada para
mitigar o risco de emergéncia de resisténcia (WEISS et al., 2015). No tratamento
de pacientes com ITU, a escolha da terapia antimicrobiana deve ser baseada no
conhecimento de: a) prevaléncia dos agentes etiologicos mais frequentemente
observados para cada faixa etaria e género na regido e b) perfil de
suscetibilidade antimicrobiana destes uropatégenos, que pode ser variavel em
cada comunidade e ao longo do tempo (CHIU, et al., 2016; SWEI-LO et al.,
2013).

1.6.1 AGENTES ETIOLOGICOS DE ITU

Na maioria dos casos, a ITU é causada por bactérias Gram negativas
provenientes do intestino, em especial, E. coli. Os dados indicam que o
uropatégeno é responsavel por 70-95% das ITUs ndo complicadas. Outras
enterobactérias sdo também agentes relevantes da doenga, como Proteus
mirabilis, Enterobacter e K. pneumoniae, objeto deste estudo (BOYLE;
ZEMBOWER, 2015; KOVES; WULLT, 2016; KUMAR et al., 2016; MOORE et al.,
2008).

A ITU é, mais frequentemente, associada a um unico agente microbiano, mas,
em especial no caso de IRAS, mais de um organismo pode ser detectado. Nesse
caso, € importante a avaliacao da possibilidade de contaminacdo e uma cultura
de repeticdo pode ser necessaria. Em pacientes com cateter permanente ou
fistula colovesical, a presenca de varias espécies bacterianas € um achado
frequente (KOVES; WULLT, 2016).

Entre os fatores que possibilitam a colonizagdo do trato urinario por

uropatdgenos, sua permanéncia e capacidade de lesar o hospedeiro, citam-se a
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expressdo de adesinas, presenca de flagelo e LPS, producdo de toxinas,
capacidade de formag&o de biofilme e sistema de sideroforos (KOVES; WULLT,
2016).

1.6.2 INFECGAO DO TRATO URINARIO COMUNITARIA

A ITU esta entre as doencgas infecciosas mais prevalentes na comunidade
(KOVES; WULLT, 2016), representando um fardo para a saude publica e para a
sociedade, ja que cerca de 40% das mulheres e 12% dos homens apresentam
pelo menos um caso de ITU durante a sua vida adulta. A doenga esta associada
a taxas elevadas de recorréncia e, quando nao estabelecida antibioticoterapia
adequada, pode evoluir para sepse e obito (BLANCO et al, 2015). As
enterobactérias s&o as principais causadoras de ITUs comunitarias. Ha grande
predominio de E. coli, mas, o envolvimento de K. pneumoniae tem sido cada vez
mais frequentemente relatado (CHIU et al., 2016; LEE, et al., 2013; RANJBAR
et al., 2016).

A deteccgéao de enterobactérias produtoras de ESBLs associadas a etiopatogenia
de ITU comunitaria é cada vez mais frequente e o declinio da sensibilidade a
antimicrobianos tem representado um desafio para a saude publica. Apesar
disso, em comparacao com as IRAS, existem poucos estudos relacionados ao
tema (CHIU et al., 2016; GARCIA-TELLO et al., 2014; PIRES et al., 2007).

A antibioticoterapia realizada de forma empirica, como ocorre na maioria dos
casos de ITU, precisa ser embasada em dados epidemioldgicos locais de
prevaléncia e suscetibilidade antimicrobiana e, quando realizada de forma
incorreta, pode predispor a uma hospitalizagao prolongada e resultar em custos
médicos elevados (CHIU et al., 2016). Considerando as taxas crescentes de
resisténcia a antimicrobianos, torna-se essencial a monitoragcdo local da
prevaléncia da resisténcia, visando a orientacdo da melhor opgao terapéutica

empirica, auxiliando, assim, no controle da doenca (SEKAR et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A espécie K. pneumoniae compde um dos grupos bacterianos de maior
relevancia clinica, o ESKAPE, e esta classicamente associada a IRAS. Mais
recentemente, seu envolvimento na etiopatogenia da ITU comunitaria tem sido
cada vez mais comumente observado. Este microrganismo apresenta um
arsenal amplo de fatores de patogenicidade e expressa habilidade de acumular
marcadores de resisténcia a antimicrobianos, em especial, a drogas [-
lactdmicas. Os estudos cujo alvo € K. pneumoniae concentram-se em IRAS,
havendo poucos dados relativos ao papel do organismo como agente de
infecgdes comunitarias. No que se refere a ITU, deve-se destacar que, na
maioria das vezes, o tratamento antimicrobiano é prescrito de forma empirica, o
que torna fundamental o conhecimento dos agentes uropatogénicos mais
prevalentes e do seu perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas.
Considerando-se os inumeros fatores que interferem no estabelecimento do
regime de tratamento a ser adotado, dados obtidos localmente contribuem para
0 sucesso da antibioticoterapia empirica, embasando sua escolha. Além disso,
como a disseminacdo de marcadores de resisténcia a antimicrobianos € um
processo dindmico, a avaliacdo periddica desta propriedade é imprescindivel.
Assim, a escassez de dados relativos ao tema, a relevancia clinica de K.
pneumoniae, sua crescente associacao com ITU comunitaria e a disseminagao
da resisténcia antimicrobiana motivaram-nos a conduzir este estudo, que
pretende contribuir para o melhor conhecimento do tema, gerando dados
epidemiologicos locais que poderdo auxiliar no delineamento de abordagem

clinica, em especial, antibioticoterapia mais adequada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a suscetibilidade antimicrobiana de amostras de K. pneumoniae isoladas

de pacientes com ITU comunitaria, com énfase em antimicrobianos B-lactamicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar a presenga de genes associados a resisténcia a drogas [3-
lactamicas - blactx-m, blastv, blatem e blakec-12,3 - em amostras de K.

pneumoniae isoladas de pacientes com ITU comunitaria.

. Analisar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana das amostras de K.

pneumoniae estudadas revelado por antibiograma.
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4 MATERIAL E METODOS

A proposta foi aprovada pela Coordenacgao de Pesquisa & Desenvolvimento do
Hermes Pardini e submetida ao COEP/UFMG.

41 ORIGEM E MANUTENGCAO DAS AMOSTRAS

Foram incluidas no estudo 519 amostras de K. pneumoniae, provenientes da
bacterioteca do Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios (Departamento
de Microbiologia, ICB, UFMG), conservadas em freezer -80 °C, em Brucella
Broth' acrescido de glicerol> a concentragdo de 10%. As amostras (1
amostra/individuo) foram recuperadas da urina de pacientes diagnosticados com
ITU comunitaria pelo Hermes Pardini (Belo Horizonte, MG), no periodo de
novembro de 2014 a abril de 2015. Entre elas, 453 (87,3%) e 66 (12,7%) foram
obtidas de individuos dos géneros feminino (média de idade: 46 anos) e

masculino (média de idade: 64 anos), respectivamente.

Os procedimentos de isolamento, identificacdo e caracterizacdo das amostras
foram realizados pelo Hermes Pardini, seguindo os protocolos empregados para
diagndstico de ITU. As amostras de jato médio de urina foram semeadas em
chromID™ CPS® Elite Agar®, com o auxilio de alga calibrada de 1 uL. Apds
incubacao a 37 °C, em atmosfera de aerobiose, por 18 a 24 h, as placas foram
examinadas. As culturas com contagem superior a 10° UFC/mL foram
encaminhadas para identificacdo, empregando-se testes bioquimicos
convencionais. O perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi estabelecido pelo

método de disco-difusdo (CLSI, 2014). Quando necessario, a identificacao e a

'BBL, Sparks, MD, EUA
2Sciavicco, Belo Horizonte, MG, Brasil
SBioMérieux, Marcyl’Etoile, Franga
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determinagcdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram realizadas por

método automatizado (Vitek 2°Compact)*.

Para desenvolvimento deste estudo, as amostras criopreservadas foram
cultivadas em Tryptic Soy Agar (TSA)®, a 37 °C, por 24 h, em aerobiose. Foi
realizado um repique inicial, para reativacdo das bactérias e obtencido de
colénias isoladas. Apos confirmagéo da pureza da cultura, foi feito um segundo
repique, a partir de cinco colbnias, para garantir a representatividade da amostra.

4.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA das amostras bacterianas foi extraido conforme descrito por Martins e
colaboradores (2014), com algumas modificagdes. Uma aliquota das culturas
bacterianas foi suspensa em 350 pL de agua Milli-Q®® estéril até completa
homogeneizagdo. A suspenséao foi fervida a 100 °C, por 15 min. A seguir, o0
material foi centrifugado por 3 min, a 3.622 x g, a 4 °C. A concentragdo de DNA
foi determinada em espectrofotometro NanoDrop 10007, empregando-se
comprimento de onda de 260 nm. A relagdo DNA/proteina também foi estimada,
realizando-se leitura a 280 nm. As amostras de DNA foram diluidas em agua
Milli-Q® estéril, a concentragdo de 50 ng/uL. O material foi armazenado a -20 °C

até o momento de sua utilizagao.

‘BioMérieux

SBBL

®Millipore, Molsheim, Franca
"ThermoScientific, Wilmington, DE, EUA
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4.3 PESQUISA DE MARCADORES GENETICOS ASSOCIADOS A
RESISTENCIA A DROGAS B-LACTAMICAS

O ensaio de PCR foi utilizado para pesquisa dos marcadores blactx-m, blasHv,
blatem e blakec123, associados a resisténcia a drogas [-lactamicas,

empregando-se primers e protocolos previamente descritos (QUADRO 2).

Um volume de 5 pL dos produtos de PCR acrescido de 0,001% de Gel Red™
Nucleic Acid Gel Stain® foi submetido a eletroforese em gel de agarose® 1%,
empregando-se marcador de peso molecular 100 pb'®. Em todos os lotes de
reacao, foram empregados controles positivo (amostras gentilmente cedidas
pela Prof.a Simone Goncgalves dos Santos, previamente isoladas de pacientes
infectados) e negativo (dgua Milli-Q®). Os géis foram analisados em

fotodocumentador Gel Doc™ EZ Gel Documentation System'’.

8Biotium, Fremont, CA, EUA

%Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana
0Kasvi

""Bjo-Rad, Hercules, CA, EUA
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Quadro 2 - Sequéncias dos primers e condigdes das reacdes de amplificagdo para pesquisa de determinantes genéticos de

resisténcia a antimicrobianos B-lactamicos em Klebsiella pneumoniae.

Gene Resisténcia a Primer (5’-3’) Amplicon (pb) Condicgdes da reagao Referéncia
blacTtx-m 551
ACCGCGATATCGTTGGT 2003
94°C, 5 min
CTTTACTCGCCTTTATCGGC
blasnv B-lactamicos 982 30x: 56°C/1 min. 72°C/1
TTACCGACCGGCATCTTTCC ’
min, 94°C/1 min
blatem 968 45°C, 1 min
TTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC _ 2009
75 °C/5 min
ATGTCACTGTATCGCCGTCT
blakpc-1,2,3 Carbapenémicos 892
TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
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5 RESULTADOS

5.1  AVALIACAO DA PRESENCA DE blactx-m, blasHv, blatem E blakpc-1,2,3

Das 519 amostras analisadas, 268 (51,6%) apresentaram ao menos um dos
quatro genes avaliados. Entre as amostras positivas, 31 (11,6% das amostras
positivas e 6,0% do total de amostras) albergavam dois genes e 06 amostras
(2,2% das amostras positivas e 1,2% do total de amostras) carreavam trés dos
genes investigados simultaneamente. blasnwv foi 0 gene mais comumente
observado, presente em 46,0% das amostras estudadas. As frequéncias de

deteccdo de cada gene estdo apresentadas no Grafico 1.

Grafico 1 - Frequéncia relativa de blasnv, blactx-m, blatem €
blakpc1,2,3 em amostras de Klebsiella pneumoniae isoladas

de individuos com infecgao do trato urinario comunitaria.

vosry [
m -
blacrx-m
5,6%
blatem

I 1,0%
blaxeci 2

0 20 40 60 80 100

W Presenca Auséncia
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De acordo com os laudos relativos aos testes microbiolégicos fornecidos pelo
Hermes Pardini, 33 (6,4%) amostras foram classificadas como produtoras de
ESBLs, com base no teste de disco-aproximac¢ao (JARLIER et al., 1988). Entre
elas, 29 (87,9%) apresentaram pelo menos um dos genes pesquisados. Ainda
nesse grupo, 22 (66,7%) albergavam blactx-m, 0 que corresponde a 4,2% das
amostras estudadas. O gene foi detectado também em 16 amostras triadas como
ESBL negativas pelo teste fenotipico (frequéncia total de detec¢éo de blactx-m =
7,3%). Quatro amostras classificadas pelo teste de disco-aproximagdo como

produtoras de ESBLs n&do apresentaram nenhum dos genes pesquisados.

Com base no fendtipo de resisténcia, que incluia resisténcia total ou
intermediaria aos carbapenémicos, trés amostras foram classificadas como
possiveis produtoras de carbapenemases. No que se refere ao resultado da
PCR, cinco amostras albergavam blakec, entre elas, duas das trés amostras
triadas pelo antibiograma. A amostra blakec negativa que foi classificada como
possivel produtora de carbapenemase pelo método fenotipico albergava os

marcadores blactx-m, blasHv e blatem.

5.2 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A DROGAS ANTIMICROBIANAS
AVALIADO POR METODO FENOTIPICO

Os dados relativos ao perfil fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana,
conforme determinado pelo procedimento diagndstico realizado pelo Hermes
Pardini, estdo apresentados nas Tabelas 1 (drogas B-lactdmicas) e 2 (demais
classes de antimicrobianos). Na Tabela 1, estdo apresentados, também, os

resultados referentes a detecgéo de blasHv, blactx-m, blatem e blakpc1,2,3.

No que se refere a drogas [(-lactamicas, observa-se que todas as amostras
testadas expressaram resisténcia a ampicilina. Taxas elevadas de
suscetibilidade a amoxicilina + acido clavuléanico, ceftriaxona, cefalotina e

cefoxitina, variando entre 88,4 a 95,0%, foram detectadas.
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Tabela 1 - Perfil de suscetibilidade a drogas B-lactamicas de amostras de Klebsiella pneumoniae isoladas de individuos com infecg¢éo do trato urinario comunitaria determinado por métodos

fenotipico (antibiograma) e genotipico (PCR).

PCR Antibiograma
G Amostras > 3 = § b
(n/%) S g & § AMP ASB AMC PPT TIC CRO CEF CFz CTX CFO CPM ATM IPM MER ERT
S 3 ] g
R 6/100% 2/33,3% 2/33,3% 2/33,3% 2/33,3% 5/83,3% 4/66,7% 5/83,3% 5/83,3% 1/16,7% 2/33,3% 5/83,3% 1/16,7%
1 6/1,2% + + + - S 4/66,7% 1/16,7% 2/33,3% 2/33,3% 3/50,0% 2/33,3% 2/33,3%
NT 4/66,7% 4/66,7% 4/66,7% 1/16,7% 1/16,7% 3/50,0% 4/66,7% 1/16,7% 3/50,0% 4/66,7% 3/50,0%
R 14/100% 1/7,1% 17,1% 17,1% 117,1% 8/57,1% 7/50,0% 8/57,1% 8/57,1% 3/21,4% 8/57,1%
2 14/2,7% + + - -
S 12/85,7% 17,1% 6/42,9% 7/50,0% 7/50,0% 3/21,4% 3/21,4% 3/21,4%
NT 13/92,9% 11/78,6% 11/78,6% 6/42,9% 6/42,9% 7/50,0% 11/78,6% 6/42,9% 11/78,6% 11/78,6% 11/78,6%
R 9/100% 2/22,2% 111,1% 2/22,2% 1711,1% 111,1% 2/22,2% 111,1%
3 91,7% + - + - S 7/77,8% 1/11,1% 8/88,9% 7/77,8% 7177,8% 1/11,1% 111,1% 111,1% 111,1%
NT 9/100% 8/88,9% 9/100% 8/88,9% 8/88,9% 8/88,9% 8/88,9% 8/88,9% 8/88,9% 8/88,9%
R 6/100% 1/16,7% 2/33,3% 2/33,3% 5/83,3% 5/83,3% 5/83,3% 5/83,3% 1/16,7% 5/83,3%
4 6/1,2% - + + -
S 5/83,3% 1/16,7% 1/16,7% 1/16,7% 2/33,3% 2/33,3% 2/33,3%
NT 5/83,3% 4/66,7% 4/66,7% 0,0% 1/16,7% 1/16,7% 5/83,3% 5/83,3% 1/16,7% 4/66,7% 4/66,7% 4/66,7%
R 8/100% 1/12,5% 1/12,5% 112,5% 1/12,5% 112,5% 1/12,5%
5 8/1,5% - - + -
S 7/87,5% 7/87,5% 6/75,0% 8/100% 1/12,5% 1/12,5% 112,5% 1/12,5%
NT 8/100% 7/87,5% 8/100% 7/87,5% 7/87,5% 7/87,5% 7/87,5% 7/87,5% 7/87,5% 7/87,5%
R 12/100% 2/16,7% 2/16,7% 1/8,3% 1/8,3% 3/25,0% 3/25,0% 3/25,0% 3/25,0% 1/8,3% 3/25,0%
6 12/2,3% - + - -
S 9/75,0% 2/16,7% 2/16,7% 9/75,0% 9/75,0% 9/75,0% 3/25,0% 3/25,0% 3/25,0%
NT 10/83,3% 9/75,0% 9/75,0% 9/75,0% 9/75,0% 3/25,0% 11/91,7% 9/75,0% 9/75,0% 9/75,0% 9/75,0%
R 208/100% 1/0,5% 4/1,9% 1/0,5% 1/0,5% 5/2,4% 15/7,2% 5/12,4% 5/12,4% 3/1,4% 1/0,5% 5/12,4%
7 208/40,1%  + - - -
S 201/96,6% 1/0,5% 1/0,5% 203/97,6% 188/90,4% 197/94,7% 1/0,5% 3/1,4% 3/1,4% 3/1,4%
NT 207/99,5% 205/98,6% 205/98,6% 203/97,6% 203/97,6% 7/3,4% 206/99,0% 203/97,6% 205/98,6% 205/98,6% 205/98,6%
R 251/100% 2/0,8% 5/2,0% 1/0,4% 2/0,8% 4/1,6% 14/5,6% 5/2,0% 5/2,0% 3/1,2% 5/2,0%
8 251/48,4% - - - -
S 244/97,2% 2/0,8% 1/0,4% 247/98,4% 235/93,6% 242/96,4% 1/0,4% 1/0,4% 3/1,2% 3/1,2% 3/1,2%
NT 249/99,2% 248/98,8% 248/98,8% 246/98,0% 246/98,0% 4/1,6% 250/99,6% 245/97,6%  248/98,8% 248/98,8% 248/98,8%
R 3/100% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3% 1/33,3%
9 3/0,6% - - - + S 3/100% 2/66,7% 3/100% 3/100%
NT 2/66,7% 2/66,7% 2/66,7% 2/66,7% 2/66,7% 3/100% 2/66,7% 2/66,7% 2/66,7% 2/66,7%
R 2/100% 1/50,0% 1/50,0% 1/50,0% 1/50,0% 1/50,0% 1/50,0%
10 2/0,4% + - - + S 1/50,0% 1/50,0% 1/50,0% 2/100%
NT 2/100% 2/100% 2/100% 1/50,0% 1/50,0% 2/100% 1/50,0% 2/100% 2/100% 2/100%
R 519/100% 10/1,9% 18/3,5% 91,7% 10/1,9% 34/6,5% 52/10,0% 35/6,7% 35/6,7% 91,7% 8/1,5% 35/6,7% 1/0,2% 1/0,2% 2/0,4%
TOTAL
S 493/95,0% 7/1,3% 4/0,8% 485/93,4% 459/88,4% 478/92,1% 4/0,8% 1/0,2% 19/3,7% 18/3,5% 18/3,5%
NT 509/98,1% 500/96,3% 502/96,7% 484/93,3% 484/93,3% 29/5,6% 507/97,7% 483/93,1% 499/96,1% 500/96,3% 499/96,1%

Legenda: PCR, reacéo de polimerizagdo em cadeia;G, grupo; n, nimero; P, padrédo; R, resisténcia; |, resisténcia intermediaria; S, suscetibilidade; NT, ndo testado; AMP, ampicilina; ASB, ampicilina + acido sulbactamico; AMC, amoxicilina + acido clavulanico; PPT, piperacilina + tazobactam; TIC, ticarcilina + acido clavulanico; CRO,
ceftriaxona; CEF, cefalotina; CFZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; CFO, cefoxitina; CPM, cefepime; ATM, aztreonam; IPM, imipenem; MER, meropenem; ERT, ertapenem.
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de amostras de Klebsiella pneumoniae isoladas de individuos

com infeccao do trato urinario comunitaria.

Numero de . .
o . L Resisténcia o
Classe Antimicrobiano amostras Resisténcia ) o Suscetibilidade
intermediaria
testadas
Levofloxacino 9 7/77,8% 0 2/22,2%
Fluoroquinolonas Ciprofloxacino 519 52/10,0% 1/0,2% 466/89,8%
Norfloxacino 519 51/9,8% 0 468/90,2%
Nitrofuranicos Nitrofurantoina 519 113/21,8% 44/8,5% 362/69,7%
Sulfonamidas Sulfametoxazol+Trimetoprima 519 81/15,6% 0 438/84,4%
Aminoglicosideos Amicacina 519 1/0,2% 2/0,4% 516/99,4%
Tetraciclinas Tetraciclina 13 3/23,1% 117,7% 9/69,2%
Polipeptidicos Polimixina B 2 0 0 2/100%
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Relativo aos antimicrobianos das demais classes, os dados demonstram grande
predominio de suscetibilidade aos farmacos testados, a excecdo de
levofloxacino, para o qual se observou frequéncia de resisténcia de 77,8%.
Ainda, considerando-se a soma das frequéncias de resisténcia e resisténcia
intermediaria, taxas proximas de 30% de resisténcia a nitrofurantoina e

tetraciclina foram detectadas.

Para a classificacdo das amostras como multirresistentes, resisténcia
intermediaria foi considerada como resisténcia. Assim, foram observadas 51
amostras multirresistentes, definidas como aquelas que apresentaram
resisténcia a pelo menos um agente de trés ou mais classes de drogas
antimicrobianas, de acordo com o preconizado pelo Centro Europeu de
Prevencao e Controle de Doencas (ECDC) e pelo Centro de Prevencéo e
Controle de Doengas (CDC) (MAGIORAKOS et al., 2012).
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6 DISCUSSAO

Considerando que a ITU é uma das doengas de ocorréncia mais frequente na
comunidade, que o aumento das taxas de resisténcia a antimicrobianos € uma
realidade preocupante e que o envolvimento de bactérias produtoras de [3-
lactamases no quadro é cada vez mais comumente observada, a vigilancia
regular dos padrdes de suscetibilidade antimicrobiana de uropatégenos, no nivel
local, € fundamental para a orientagdo do tratamento empirico, realizado na
maioria das vezes (BARRY et al., 2017,CHERVETet al., 2017; CHIU et al., 2016).
Neste contexto, realizou-se este estudo, que incluiu 519 amostras de K.
pneumoniae provenientes de pacientes com ITU adquirida na comunidade,
obtidas durante um periodo de cinco meses (novembro de 2014 a abril de 2015).
O objetivo principal foi avaliar a presencga de genes que codificam (B-lactamases

(blactx-m, blashv, blatem € blakec) nas amostras do microrganismo.

No que se refere ao grupo de estudo, como esperado (CHERVET et al., 2017;
ENA et al., 2006; KINOUANI et al., 2017), a grande maioria dos pacientes
acometidos por ITU era do género feminino. A prépria anatomia da genitalia
feminina e caracteristicas da uretra, mais curta e préxima ao anus, favorecem a
infeccdo neste grupo. Além dos pacientes do género masculino representarem
a minoria do grupo, possuiam média de idade superior a dos individuos do
género feminino (64 x 46 anos). Segundo dados da literatura, nos homens, a ITU
esta relacionada com situagcbes especificas, como hipertrofia prostatica e
manipulagdo da uretra pelo uso sondas, por exemplo (DIAS; COELHO;
DORIGON, 2015; KUMAR et al., 2016).

Considerando a maior prevaléncia de blactxm, blaswv e blatem em K
pneumoniae, estes genes foram selecionados para o estudo. E relevante
mencionar que blactx-m codifica apenas ESBLs, ao passo que blasHv e blatem
codificam tanto B-lactamases de espectro restrito quanto ESBLs e os primers
empregados na presente investigacdo nao permitem a diferenciagdo do subtipo

de gene presente, o que seria, certamente, desejavel.

Investigou-se, ainda, blakpci1,.2,3, que codificam carbapenemases, devido a sua
emergéncia na ultima década. Amostras bacterianas que exibem a habilidade de

hidrolisar uma gama tdo ampla de agentes [-lactdmicos, incluindo
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carbapenémicos, despertam grande preocupacgao, por reduzirem drasticamente
as opgoes de tratamento e contribuirem para uma taxa elevada de mortalidade
dos pacientes (VERAS et al., 2011).

Deve-se ressaltar que, embora a sintese de ESBLs venha sendo cada vez mais
comumente detectada em amostras bacterianas associadas a etiopatogenia de
infecgbes adquiridas na comunidade, os estudos relativos ao tema ainda s&o
muito mais escassos do que aqueles com enfoque em amostras associadas a
IRAS (SILVA; LICOPAN, 2012).

A presenca de pelo menos um dos marcadores de resisténcia foi observada em
mais da metade das amostras estudadas (51,6%), com predominancia de blashv,
(46,0%), sendo os percentuais de detecgao de blactx-m, blatem € blakpc bastante
inferiores. Como o resultado do teste de disco-aproximacao revela a presenca
de 6,4% de amostras produtoras de ESBL, é plausivel inferir que a maior parte
dos genes detectados codificam B-lactamases de espectro restrito, o que era
esperado, por se tratar de amostras da comunidade.

A alta prevaléncia de blasHv pode estar associada ao fato de que, segundo
alguns autores, blasHv-1 € amplamente distribuido na espécie, observado na
grande maioria das amostras de K. pneumoniae nao produtoras de ESBLs, no
cromossomo ou em plasmidio. Sua presenca esta associada com resisténcia a
ampicilina (BRADFORD, 2001; PATERSON; BONOMO, 2005).

De acordo com a literatura, a distribuicdo das [(-lactamases varia muito
geograficamente e entre instituicdes de assisténcia a saude. Os dados indicam
que as ESBLs da familia CTX-M sao predominantes na América do Sul e na
Espanha (PATERSON; BONOMO, 2005; SILVA; LINCOPAN, 2012). Seguindo
blasnv, blactx-w foi 0 segundo marcador genético mais comumente identificado

neste estudo.

E importante destacar algumas limitagées importantes relativas & analise dos
resultados deste trabalho. A primeira delas refere-se a escassez de publicacdes
relativas a K. pneumoniae como agente de infecgdes comunitarias. Ainda, a
maior parte destes relatos discutem, especificamente, ESBLs e ndo -
lactamases de forma geral, como avaliado na presente investigagdo. O
monitoramento de amostras bacterianas produtoras de ESBLs é, obviamente, de
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extrema importdncia, mas, tratando-se de amostras da comunidade, a
prevaléncia de B-lactamases de espectro estreito é superior, sendo interessante
monitorar também sua distribuigdo. Cefalosporinas de primeira geragéo (por
exemplo, cefalexina), assim como algumas penicilinas (por exemplo,
amoxicilina), sdo empregadas na rotina clinica e sua eficacia pode ser
comprometida mesmo pela agao de enzimas B-lactamases de espectro restrito.
Deve-se lembrar, ainda, que genes responsaveis pela codificagdo destas
enzimas sdo constantemente transferidos entre amostras bacterianas, o que
aumenta a relevancia do monitoramento de forma rotineira (ANVISA 2007;
REMUME, 2018).

Foram detectadas, ainda, amostras que albergavam mais de um dos genes
investigados. Observou-se predominio da combinagdo blasiv + blactx-m (14
amostras), seguida por blastv + blatem (9 amostras), blactx-m + blatem (6
amostras), blasnv + blactx-m + blatem (6 amostras) e blasHv + blakec (2 amostras).
Tais grupos apresentaram 21,4%, 44,4%, 83,3%, 83,3% e 0% de
multirresisténcia (dados nao apresentados), respectivamente, o que sugere que

a combinacgao blactx-m/blatem esta relacionada a essa caracteristica.

Entre as amostras triadas como produtoras de ESBLs pelo teste de disco-
aproximagdo, quatro nao apresentaram nenhum dos genes pesquisados.
Possivelmente, estas amostras albergam outros genes que codificam ESBLSs,
nao investigados neste estudo. Ainda, 16 amostras ESBL negativas pelo teste
fenotipico eram blactx-m positivas, o que demonstra discordancia entre os testes
fenotipico e genotipico empregados. Considerando a especificidade da PCR, o

resultado pode sugerir sensibilidade baixa do teste de disco-aproximacao.

Ainda no grupo classificado como produtor de ESBL pelo teste fenotipico, os
genes blatem e blasnv também foram encontrados, o que pode indicar que o
subtipo dos referidos genes devem corresponder aqueles relacionados a ESBLs,
como, por exemplo, TEM-3, TEM-10, TEM-26, SHV-2, SHV-3 e SHV-115 (BUSH;
JACOBY, 2010).

Relativo a carbapenemases, o método fenotipico (analise da resisténcia total ou
intermediaria aos carbapenémicos) indicou sua possivel produgdo por trés
amostras bacterianas. Por PCR, blakec foi detectado em cinco amostras,
demonstrando, mais uma vez, a sensibilidade mais elevada do método genético.
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Como mencionado, uma amostra triada como positiva para carbapenemases
pelo antibiograma foi negativa para a pesquisa de blakrc1,2:3. E possivel que o
fendtipo de resisténcia observado deva-se a presenca de marcadores de
resisténcia associados a sintese de carbapenemases nao investigados nesta
oportunidade, como blaces, que codifica as enzimas da familia GES (Guiana
Extended-Spectrum (-lactamase). Estas enzimas, embora tenham sido
reconhecidas inicialmente como ESBLs, atualmente sdo classificadas como
carbapenemases, devido a mudancas no perfil hidrolitico de suas variantes, que
passou a incluir os carbapenémicos. Sdo exemplos de variantes da familia GES
com acéao hidrolitica contra carbapenémicos as GES-2, GES-4, GES-5, GES-6,
GES-11, GES-14 e GES-18 (BEBRONE et al., 2013; BUSH & JACOBY, 2010).
Tais enzimas (KPC e GES) sao, geralmente, detectadas em amostras de K.
pneumoniae associadas a IRAS (CHEN et al.,, 2014; NAAS, POIREL &
NORDMANN, 2008).

Os testes fenotipicos para rastreio de ESBLs apresentam vantagens, como
simplicidade e acessibilidade em relagao aos testes genéticos. Assim, sdo muito
uteis na rotina laboratorial. No entanto, ratificamos a importancia de métodos de
genética molecular confirmatorios, ja que existe diferengca na sensibilidade de
testes fenotipicos e genotipicos. Em casos, por exemplo, em que a expressao
da enzima seja fraca, a acuracia do teste fenotipico pode ser prejudicada
(MACKENZIE, 2002; WIEGAND et al., 2007).

Os dados do antibiograma sdo de grande importancia para a estimativa e
monitoramento da resisténcia de K. pneumoniae aos diferentes antimicrobianos
utilizados na pratica clinica. Tais dados costumam variar de uma regiao para a
outra e, neste trabalho, como a grande maioria das amostras € de Minas Gerais,

admite-se que os valores encontrados representam a realidade local.

Para esta analise, o perfil correspondente a resisténcia intermediaria e
resisténcia foram considerados. Mas, deve-se lembrar que, na rotina clinica, o
mais seguro € evitar o emprego de drogas antimicrobianas para as quais um
determinado organismo apresente resisténcia intermediaria, porque as chances

de sucesso terapéutico sao reduzidas. Isto é feito sempre que possivel.

O fato de que nem todos os antimicrobianos foram testados para todas as
amostras estudadas dificulta a analise mais ampla do perfil de suscetibilidade

47



antimicrobiana observado. Assim, por exemplo, no que se refere aos farmacos
B-lactamicos, apenas ampicilina, amoxicilina + acido clavulanico, ceftriaxona,
cefalotina e cefoxitina foram incluidos no antibiograma da maior parte das
amostras. Em relacdo as demais classes de antimicrobianos, os dados obtidos
para polimixina B, levofloxacino e tetraciclina sdo pouco representativos, visto

que um numero muito reduzido de amostras foi testado.

Entre os B-lactamicos, observou-se resisténcia de 100% a ampicilina, dado
relatado também por Oliveira et al. (2017), em Sete Lagoas, e por Alves,
Edelweiss e Botelho (2016), em Floriandpolis, para estudos que incluiram
amostras de K. pneumoniae associadas a ITU de origem comunitaria coletadas
nos anos de 2015 e 2014, respectivamente. O resultado € semelhante aquele
obtido por Ferreira et al. (2017), na cidade de Divindpolis, em investigacao

realizada em 2015, que detectou taxa de resisténcia de 84,3%.

Ainda entre os [B-lactdmicos, a resisténcia detectada a amoxicilina + acido
clavulanico - 3,5% resisténcia e 1,5% resisténcia intermediaria, foi menor do que
observado nos trabalhos de Ferreira et al. (2017), em Divindpolis, e de Dias,
Coelho e Dorigon (2015), em Santa Catarina. Esses autores relataram
frequéncias de resisténcia de 21,3% e 50,0%, respectivamente. Em investigagao
conduzida em Florianopolis, Alves, Edelweiss e Botelho (2016) reportaram
resisténcia de 17,7%. Assim, observa-se grande variacéo entre os resultados

publicados.

Considerando que o procedimento adotado pelo Hermes Pardini, resultante de
acordo com servigos de saude, prevé a liberagdo do resultado do antibiograma
como resistente a cefalosporinas e aztreonam, sempre que a amostra for triada
como produtora de ESBL por meio do teste de disco-aproximacao e o resultado
sem edi¢ao nao esta disponivel, ndo ha como fazer uma analise acurada do perfil
de suscetibilidade a esses farmacos nem avaliar a relagéo entre perfis genotipico
e fenotipico. O objetivo do procedimento é evitar a indicacdo desses
antimicrobianos para diminuir a pressao seletiva e por ser considerado que ha

grande chance de falha terapéutica.

Ainda, pela mesma razdo, embora os dados sugiram que as amostras que
albergavam blactx-m € blatem simultaneamente apresentavam frequéncia de
resisténcia as drogas pB-lactdmicas, em especial, ceftriaxona, cefalotina,
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ceftazidima, cefotaxima e aztreonam, mais elevada, ha uma limitacao importante
a essas analises. Em relacao a analise de multirresisténcia, tais antimicrobianos
citados nao foram considerados, utilizando-se para o grupo dos B-lactamicos, a

resisténcia a ampicilina, que foi de 100%.

Entre os antimicrobianos de outras classes testados para todas as amostras,
amicacina foi aquele para o qual a menor taxa de resisténcia foi relatada - 0,2%
resisténcia e 0,4% resisténcia intermediaria. Valores reduzidos também foram
observados em investigagdes de Ferreira et al. (2017) e Oliveira et al. (2017),
3,8% e 1,6% de resisténcia, respectivamente. No entanto, trata-se de uma
medicagcdo de uso injetavel, que nao esta disponivel na relagcdo municipal de
medicamentos (REMUME) de 2018, sendo classificada como componente
estratégico e reservada para uso restrito em infec¢gdes por microrganismos
resistentes a gentamicina. Além disso, apresenta efeitos colaterais importantes,
como nefrotoxicidade e ototoxicidade (OLIVEIRA et al., 2012; RENAME, 2017).

Para sulfametoxazol + trimetoprima, taxa de resisténcia de 15,6% foi observada,
valor semelhante ao descrito por Oliveira et al. (2017), que relatou percentual de
resisténcia de 17,2% para K. pneumoniae. Para E. coli, o valor foi bastante
superior, chegando a 31,1%. No trabalho de Ferreira e colaboradores (2017),
valores ainda mais elevados foram encontrados, quais sejam, 24,8% para K.

pneumoniae e 38,6% para E. coli.

Em relacdo as quinolonas ciprofloxacino e norfloxacino, indices de resisténcia
inferiores aqueles ja reportados, cerca de 10,0%, foram observados. Reis et al.
(2016), estudando amostras de K. pneumoniae isoladas de ITU comunitaria, nos
anos de 2010 a 2014, na cidade de Salvador, Bahia, detectaram taxa de 14,6%.
Oliveira et al. (2017), relataram, para amostras isoladas em Sete Lagoas,
resisténcia de 15,5% e, em investigacédo conduzida por Santana et al. (2012) em
S&o Luiz, Maranhao, também com uropatdégenos isolados de pacientes com ITU
comunitaria, 19% das amostras de K. pneumoniae expressou resisténcia ao
ciprofloxacino. Ferreira e colaboradores (2017) reportaram frequéncia bastante
superior de resisténcia, 29,5%. No que se refere a norfloxacino, Oliveira et al.
(2017) e Alves, Edelweiss e Botelho (2016), correspondentes a 18,0% e 19,5%,

respectivamente.
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A maior taxa de resisténcia a antimicrobianos n&o incluidos no grupo de B-
lactdmicos foi observada para nitrofurantoina (21,8% resisténcia e 8,5%
resisténcia intermediaria; total 30,3%). Este dado € muito importante, visto que
o protocolo de tratamento de pacientes com ITU elaborado pela Secretaria
Municipal de Saude de Belo Horizonte (2016) traz destacada a informagao
relativa a eficiéncia deste antimicrobiano para o tratamento da doenca,
considerando a suscetibilidade de E. coli, uropatdgeno mais prevalente. Este
mesmo protocolo reforca que a ITU ndo complicada deve receber tratamento
empirico, sendo a urocultura indicada apenas na suspeita de resisténcia ou
outras complicagdes. Sendo assim, é plausivel supor que o tratamento empirico
realizado com nitrofurantoina pode resultar em falha terapéutica em casos de

ITU causada por K. pneumoniae, um uropatdgeno de reconhecida importancia.

De fato, Ferreira e colaboradores (2017) relataram taxa de resisténcia a
nitrofurantoina de 65,7% para o género Klebsiella, que representava 13,1% das
amostras relacionadas a ITU estudadas pelo grupo. Os pesquisadores
reportaram, ainda, 90,0% de resisténcia para Proteus, que compunha 5,4% da
amostragem, e 9,0% de resisténcia para E. coli, que representava 72,8% das
amostras. Brunton et al. (2012) reforgam que, segundo dados epidemiolégicos,
E. coli e Enterococcus sao geralmente suscetiveis a nitrofurantoina, enquanto a
resisténcia ao antimicrobiano entre amostras de Klebsiella, Proteus e

Enterobacter pode comprometer o sucesso terapéutico.

Pontuamos que, segundo dados da literatura, enterobactérias produtoras de
ESBLs, frequentemente, abrigam plasmidios que também carreiam genes que
codificam resisténcia a aminoglcosideos, sulfametoxazol + trimetoprim e
quinolonas (PATERSON; BONOMO, 2005). O fato indica que, apesar da
antibioticoterapia empirica ser praticada, pode predispor ao aumento das taxas
de resisténcia a antimicrobianos (FARIA; PESSALACIA; SILVA, 2016).

Sobre a analise de multirresisténcia, em que 51 amostras foram classificadas
como tal, existe a possibilidade de que este resultado esteja subestimado, ja que
nem todas as amostras foram testadas para todos os antimicrobianos, havendo
amostras com um numero maior de testes em relacdo as outras. Porém, o
padrdao destes testes segue a légica de que, sendo a amostra sensivel aos

principais antimicrobianos testados, ndo ha necessidade de se estender estes
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testes para outros antimicrobianos menos utilizados e, sendo assim, tais
amostras teriam pouca probabilidade de serem de fato multirresistentes, o que
sugere que o resultado apresentado esteja bem préximo a realidade.
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7

SINTESE DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

Em sintese, a analise dos dados gerados por esta investigagao e fornecidos pelo

Hermes Pardini indicam que:

A maioria dos pacientes acometidos por ITU era do género feminino. Os
pacientes do género masculino, além de representarem a minoria do
grupo, possuiam meédia de idade superior a dos individuos do género

feminino (64 x 46 anos).

Mais de metade (51,6%) das amostras albergava ao menos um dos
genes pesquisados, sendo blasiv 0 gene mais prevalente (46,1%);
blactx-m (7,3%), blatem (5,6%) e blakec (0,96%) foram observados em
percentual bastante inferior. Foram detectadas amostras que
albergavam dois (6,0%) e trés (1,2%) genes simultaneamente; os dados
sugerem associagdo entre a combinagao blactx/blatem € maior

resisténcia antimicrobiana.

O resultado do teste de disco-aproximacao revelou a presenca de 6,4%
de amostras produtoras de ESBLs, indicando que, provavelmente, a
maior parte dos genes detectados neste estudo codificam B-lactamases
de espectro estreito, o que era esperado, por se tratar de amostras da

comunidade.

Em relacdo ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana, observou-se
otima atividade de amicacina (0,6% quando resisténcia e resisténcia
intermediaria sdo consideradas), enquanto para ampicilina houve 100%
de resisténcia. Apesar dos dados indicarem, no geral, ampla
suscetibilidade, a taxa de resisténcia/resisténcia intermediaria elevada a

nitrofurantoina (30,3%) merece atencéo.

Frequéncia relativa de multirresisténcia de 9,8% foi observada. Neste
grupo, 80,4% das amostras albergavam pelo menos um dos marcadores
investigados, o que sugere que estes genes estejam relacionados ao
perfil observado.
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o Os testes fenotipicos para rastreio de ESBLs e KPC apresentam
vantagens, como simplicidade e acessibilidade. Entretanto, o teste
genético € importante para a deteccdo da presengca de possiveis
marcadores que possam ndo estar se expressando, ou ter expressao

fraca no momento da avaliagéo.

As B-lactamases pesquisadas sao importantes marcadores de resisténcia
carreados por K. pneumoniae associada a ITU comunitaria, presentes na maior
parte das amostras. Mesmo B-lactamases de espectro estreito, mais comuns em
amostras comunitarias, sao capazes de comprometer a eficacia da
antibioticoterapia, considerando os farmacos comumente utilizados para
tratamento de pacientes com infecgdes comunitarias nos servigcos de atencao
primaria a saude, que conta com os B-lactdmcios, como cefalosporinas de
primeira geragao e penicilinas, sendo importante seu monitoramento, juntamente

com a avaliagao das taxas de resisténcia a tais antimicrobianos.

A continuagao desta investigacdo € desejavel, incluindo a pesquisa de genes
que codificam outras (-lactamases, a tipagem dos genes ja detectados e a
pesquisa de marcadores associados a outros mecanismos de resisténcia
antimicrobiana, bem como o estudo da expressao da caracteristica. Assim, seria
possivel a construgcdo de um perfil mais completo relativo a amostras de K.
pneumoniae, considerado um organismo de grande relevancia clinica, mas,

ainda tdo pouco conhecido no que se refere a infecgdes de origem comunitaria.
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