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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana € considerada, atualmente uma crise global,
€ 0 resultado esperado da interacdo dos microrganismo com o ambiente,
ocasionando a resisténcia de um ou mais antimicrobianos. O uso excessivo e
inadequado dos antibibticos estdo entre suas principais causas da resisténcia
aos antimicrobianos. Klebsiella pneumoniae € um dos principais microrganismos
gue apresentam resisténcias aos antimicrobianos e que tem ocasionado um
aumento na taxa de morbidade e mortalidade em infe¢bes hospitalares e na
comunidade. Considerando os fatos apresentados, o objectivo deste trabalho é
realizar uma revisao bibliografica, através de bases de dados cientificos, a cerca
dos fatores que contribuem para resisténcia de K. pneumoniae dentre os quais
se destacam a producdo de enzimas como as beta-lactamases e Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase (KPC). Além disso, este patégeno possui diversos
fatores de viruléncia que permite desviar do sistema imune do hospedeiro e
causar infecdes, consequentemente € necessario um correto diagnéstico e
medidas de prevencdo. E extremamente necessario um controle de vigilancia
para limitar a disseminacdo de cepas de K. pneumoniae resistentes, além do
desenvolvimento de novos antimicrobianos para o combate de infecdes

hospitalares.

Palavras chaves: K. pneumoniae, Resisténcia aos antimicrobianos,

Fatores de viruléncia, Infec¢des, Diagndstico, Sistema imune.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is currently considered a global crisis and is the
expected result of the interaction of microorganisms with the environment,
causing the resistance of one or more antimicrobials. Excessive and
inappropriate use of antibiotics are amongst the leading causes of antibiotic
resistance. Klebsiella pneumoniae is one of the major microorganisms that
present resistance to antimicrobials and causes an increase in morbidity and
mortality rates in hospital and community infections. The aim of this research is
to perform a bibliographic review through scientific databases on the factors that
contribute to resistance in the Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)
enzyme-producing Klebsiella pneumoniae and Beta-lactamases. K. penumoniae
makes use of several virulence factors that allow it to bypass the host immune
system and cause infections consequently requiring a correct diagnosis and
relying on prevention. Is extremely necessary to limit the spread of resistant K.
pneumoniae strains, as well as the development of new antimicrobials to combat

hospital infections.

Keywords K. pneumoniae, Antimicrobial resistance, Virulence factors,

Infections, Diagnosis, Immune system.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (AMR do inglés Antimicrobial Resistance),
considerada atualmente uma crise global tem sido discutido amplamente nos ultimos
anos. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a AMR é definida pela
“capacidade de um microrganismo impedir a atuagdo de um antimicrobiano”, o que
acarreta em tratamentos infrutiferos além de infecbes persistentes e
consequentemente insanaveis. (OPAS, 2017; ESTRELA, 2018).

A AMR representa um mecanismo de defesa, no qual os microrganismos
desenvolvem competéncias para se defender dos antimicrobianos destinados a
elimina-las, fazendo com que o antibidtico perca sua acdo bactericida e
bacteriostatico. Consequentemente, a bactéria cresce e se multiplica mesmo na
presenca de altas concentracfes dos farmacos utilizados na terapia humana, o que
ameaca 0 alcance dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel segundo a
Organizacao das Nagbes Unidas (ONU), principalmente o terceiro objetivo que visa
“assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as idades
(BRASIL, 2015; MOBARKI; ALMERABI, HATTAN, 2019).

Dentre as principais causas da AMR, encontram-se 0 uso indiscriminado e
inadequado dos antibiéticos dentro dos hospitais, 0 uso de antibiéticos pela populagéo
sem prescricdo e acompanhamento médico, interrupcdo do tratamento antes do
tempo de prescricao, falta de barreiras regulatérias, a venda ilegal dos antibi6ticos em
alguns paises, e 0 atraso no diagnéstico das infe¢cbes bacterianas (MOBARKI,
ALMERABI, HATTAN, 2019). Tendo em vista os multiplos fatores que podem
ocasionar esta resisténcia, mesmo os antibiéticos de alta poténcia ndo sao eficazes

no combate dos microrganismos multirresistentes (MIRANDA et al., 2019).

Assim sendo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), elaborou uma lista
global de patdgenos prioritarios (PPL global) de bactérias resistentes a antibiéticos a
fim de ajudar na pesquisa de novos e eficazes tratamentos. De acordo com essa lista,
Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos; Pseudomonas aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos; Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumoniae,

Escherichia coli, Enterobacter spp, Serratia spp, Proteus spp e Providencia spp,
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Morganella spp) resistentes aos carbapenémicos e as cefalosporinas de 3° geracéo,
foram reconhecidas como sendo, as bactérias mais resistentes mundialmente, em
risco critico, necessitando urgentemente de novos tratamentos (SHRIVASTAVA,
SHRIVASTAVA, RAMASAMY, 2018).

1.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae € um membro da familia Enterobacteriaceae, e a
principal espécie do género Klebsiella. Microscopicamente, séo bacilos imoveis, ndo
esporulados, com o tamanho entre 5-6 micrometro, caracterizada principalmente pela
presenca de uma capsula polissacaridica que confere resisténcia a diversos
mecanismos de defesa do hospedeiro (MARTIN, BACHMAN, 2018). Bioguimicamente
sdo descritas como fermentadoras de lactose, produzem a enzima urease e néo
produzem indol (propriedade que a distingue da espécie K. oxytoca que é indol
positiva) (KONEMAN, et al, 2008).

O género Klebsiella foi descrito em 1885 e recebeu esta denominagdo em
homenagem a um dos pioneiros da Microbiologia, Theodor Albrecht Edwin Klebs
(STURCHLER, 2016). Inicialmente os critérios taxondmicos foram estabelecidos com
base nas suas caracteristicas fenotipicas e em funcdo das doencas as quais as
espécies estavam associadas. Porém existe uma dificuldade em identificar
corretamente as espécies deste género, tendo em vista que varias espécies partilham
um perfil bioquimico semelhante (JANDA, 2017; MARTIN e BACHMAN, 2018). No
entanto, através da analise comparativa dos genes 16S rRNA confirmou-se que o
género Klebsiella é heterogéneo e constituida por espécies que formam 3 grupos
filogenéticos que também incluem membros de outros géneros, incluindo Enterobacter
aerogenes, (ARENAS et al., 2009).

Atualmente o género Klebsiella compreende seis espécies: Klebsiella
pneumoniae, que inclui trés subespécies (K. pneumoniae. pneumoniae, K.
pneumoniae ozaenae, K. pneumoniae. rhinoscleromatis), Klebsiella oxytoca, K.
variicola, K. granulomatis, K. michiganensis e K. quasipneumoniae tendo como

subespécies a K. quasipneumoniae. quasipneumoniae e K. quasipneumoniae

12



Similipneumoniae. Estas espécies sdo ubiquas, podendo ser encontradas no solo,
agua e capazes de colonizar diferentes tecidos de humanos ou animais (KONEMAN,
et al, 2008).

Com base nas informacfes apresentadas, K. pneumoniae € um dos principais
microrganismos resistentes aos antimicrobianos, associada a infecbes oportunistas
na comunidade e em ambientes hospitalares, acometendo principalmente individuos
imunocomprometidos das unidades de terapia intensiva (UTIl) que fazem uso
constante de antibitticos. Este fato leva a um aumento na taxa de morbidade e
mortalidade, o que atualmente € um grande desafio a Saude Publica, principalmente
no que se refere as Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) (CLEGG E
MURPHY, 2016; OLIVEIRA et al., 2016). Baseado nestas informacdes, justifica-se a
realizagédo deste trabalho com o intuito de contribuir para o conhecimento académico
de futuros profissionais da salde quanto a patogenicidade e resisténcia da K.

pneumoniae.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Realizar uma revisdo bibliogréafica através de bases de dados cientificos sobre

os fatores que contribuem para resisténcia em Klebsiella pneumoniae.
2.2. Objetivos Especificos

. Revisar sobre as infecbes causadas por Klebsiella pneumoniae
bem como, os fatores de viruléncia e descrever o perfil de resisténcia da
Klebsiella pneumoniae;

o Revisar sobre a resposta imune a infeccdo por Klebsiella

pneumoniae e o diagnostico laboratorial e molecular.
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3. METODOLOGIA

Para a realizacdo desta revisdo bibliografica, foram pesquisadas publicacdes
em portugués e inglés presentes em bases de dados cientificos como a PubMed,
Science Direct, Scientific Electronic Library Online (Scielo) e Mendeley. As palavras-
chave utilizadas na busca em portugués foram: Klebsiella pneumoniae resistente,
resisténcia aos antibioticos, mecanismos de resisténcia de K. pneumoniae, infec¢des
por K. pneumoniae, fatores de viruléncia de K. pneumoniae, beta-lactamases,

enzimas, diagndstico laboratorial, diagnéstico molecular, enzima KPC, farmacos.

As palavras-chave em inglés utilizadas foram: klebsiella pneumoniae, antibiotic
resistance, K. pneumoniae resistance mechanisms, K. pneumoniae infections, K.
pneumoniae virulence factors, beta-lactamases, enzymes, laboratory diagnosis,

molecular diagnosis, KPC enzyme, drugs.

Os critérios de inclusédo utilizados para a busca foram artigos cientificos
publicados nos ultimos 10 anos incluindo manuscritos nacionais e internacionais,
teses e monografias com o objetivo de descrever dados atualizados sobre os fatores
que contribuem para a resisténcia da bactéria K. pneumoniae. Os critérios de exclusao
incluiram anais de congressos ou conferéncias, relatorios técnicos ou artigos que nao

tratavam do tema exposto, ou artigos publicados antes de 2009.

A andlise sequencial destes artigos, foi realizada primeiramente de acordo com
os titulos e anos de publicacao onde foram encontradas 60 artigo. Em seguida foi feito
a leitura dos resumos e uma selecéo de publicacdes que estavam de acordo com 0s
objetivos do trabalho em questéo, totalizando no final 48 artigos. Feito isso, o0s artigos
selecionados foram acessados na integra no qual as informacdes de interesse foram

extraidas, organizadas como revisdo bibliogréfica.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. InfeccOes por Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae € um patégeno oportunista que pode desenvolver-se em
uma grande variedade de hospedeiros, em iniUmeros ambientes, derivados de fontes
tanto exdgenos como enddgenos. Nos ultimos anos, ocorreu um aumento no indice
de infe¢cdes causadas por cepas resistentes de Klebsiella pneumoniae, o que gerou
consequéncias graves principalmente em ambientes hospitalares, dentre estas,
encontram-se o aumento do periodo de internacao, a escassez de opcao terapéutica
e 0 aumento da morbidade e mortalidade (MIRANDA et al., 2019).

InfecBes causadas por esta bactéria sdo assintomaticas, podendo colonizar o
trato intestinal, a pele, nariz e a garganta de individuos saudaveis (MARQUES, 2016).
Todavia, uma vez que ocorra um desequilibrio homeostatico, a Klebsiella
pneumoniae, pode causar uma grande variedade de infec¢bes dependendo do local
colonizado, originando infe¢Bes urinéarias, infe¢cdes no trato respiratorio, na corrente
sanguinea, abscesso hepatico, meningite, sepse (PETERSON, KAUR, 2018). A
infeccdo pode ser transmitida na maior parte das vezes por contato direto ou indireto
entre pacientes, individuos na comunidade, profissionais da salde, objetos
contaminados, visitantes, viajantes (PACZOSA, MECSAS, 2016). A transmisséo
ocorre principalmente pelo contato das méaos. No hospital por exemplo, € grande o
fluxo de pessoas que circulam nesse ambiente e consequentemente a ocorréncia de
bactérias resistentes € muito alta. A ndo higienizacdo das maos por profissionais de
saude e visitantes por exemplo, contribui para a disseminagao das bacterias para fora
do hospital e a propagacdo em diferentes lugares, como transportes publicos,

mercados, praias, parques, entre outros (AIRES et al., 2017).

Existem diversos fatores envolvidos na disseminacao dos isolados de Klebsiella
pneumoniae em ambientes hospitalares. Entre eles se destacam, o uso de cateteres,
tempo de permanéncia em ambiente hospitalar, internagéo prolongada nas unidades
de terapia intensiva (UTI), antibioticoterapia prolongada e um pormenor importante é

gue pacientes submetidos a procedimentos cirlrgicos com instrumentos reutilizados
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ou mesmo com dispositivos ou implantes médicos tém uma via aberta para a entrada
de K. pneumoniae (KAISER et al., 2016; RUSSO et al., 2018).

Grupos de risco suscetiveis a aquisicdo da bacteremia nosocomial por K.
pneumoniae incluem diabéticos, individuos transplantados, pacientes com funcéo
hepatica comprometido, e pacientes que fazem dialise. Uma caracteristica comum
entre esses grupos € a imunodeficiéncia que acarreta a um defeito na resposta imune
contra K. pneumoniae o que aumentam a morbilidade e mortalidade, visto que
geralmente em algumas dessas condi¢des, as células do sistema imune inato sédo
reduzidas devido aos efeitos colaterais das terapias citotéxicas fazendo com que o
individuo ndo tenha células suficientes para combater a infecdo (MARTIN, BACHMAN,
2018; PACZOSA, MECSAS, 2016).

Vale salientar também que os neonatos, particularmente aqueles que séo
prematuros ou que se encontram nas UTIs, correm risco devido a defesas
imunologicas imaturas, falta de uma microbiota estabelecida e a permeabilidade
relativamente alta da mucosa no trato gastrointestinal, assim como também os idosos
sdo suscetiveis a muitas infeccbes devido a alteragcbes em suas respostas
imunoldgicas ao longo do tempo que os tornam menos eficazes no controle dos
patogenos (MARTIN, BACHMAN, 2018).

4.2. Fatores de Viruléncia

As bactérias utilizam mecanismos chamados de fatores de viruléncia que
possibilitam a colonizacdo, obtenc&o de recursos nutricionais e o escape do sistema
imune do hospedeiro 0 que aumentam a patogenicidade da bactéria. (KONEMAN, et
al., 2008).

A Klebsiella pneumoniae possui varios mecanismos de viruléncia que
contribuem para a sua patogenicidade, dentre elas se destacam a presenca de
capsula, lipopolissacarideos, adesinas que favorece a adesdo as mucosas; a
producédo de siderdéforos (Figura 1) (PACZOSA, MECSAS, 2016).
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Type 3 fimbriae

Siderophores:
Enterobactin # Fe3* =
Yersiniabactin @ Fe3*

Type 1 fimbriae

Capsule (K1-K78)

LPS

Classical Kp

Hypervirulent Kp =

Siderophores:
Enterobactin # Fe?*
Yersiniabactin @ Fe3*
Salmochelin A Fe3*
Aerobactin ® Fe3*

LPS

Hy&e]r;ag;; . Type 1 fimbriae

Type 3 fimbriae

Figura 1. Diferentes fatores de viruléncia que contribui para a patogenicidade da K. pneumoniae
(Adaptado de PACZOSA, MECSAS, 2016).

4.2.1. Producdao de capsulas

Klebsiella pneumoniae produz uma capsula responsavel pelo aspeto mucéide
e pela coloracdo da colbnia, que a protege do sistema imune (Figura 7) (CHUNG,
2016). A cépsula é um dos fatores de viruléncia mais importantes usados por K.
pneumoniae usado principalmente para auxiliar na evasédo do sistema imunologico
durante a infeccdo, protegendo as bactérias da opsonizacdo e da fagocitose
(MARTIN, BACHMAN, 2018).

A analise bioquimica mostra que as capsulas sdo compostas por
polissacarideos complexos que consiste em subunidades repetidas que confere
diferentes tipos antigénicos na superficie de cada cepa (CLEGG, MURPHY, 2016).
Sao descritas mais de 77 sorotipos capsulares distintos, sendo o sorotipo K1 e K2 os
mais patogénicos e prevalentes em infecbes humanas causadas por K. pneumoniae.
O sorotipo K1 predomina na Asia e o sorotipo K2 tem sido frequentemente isolado na
América e na Europa (CATALAN,GARZA, BARRIOS, 2017).

K. pneumoniae possuem na sua superficie antigenos com sequéncias
especificas de residuos de manose que sao reconhecidas pelos fatores do sistema
imunoldgico inato. Estes antigenos se ligam ao receptor de manose dos macrofagos
facilitando a opsonizacéo e consequentemente a fagocitose. No entanto, as cepas K1
e K2 ndo possuem as repeticbes especificas, consequentemente, nao s&o
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reconhecidas pelo sistema imunolégico e escapam a fagocitose e a destruicdo o que

permite que a bactéria sobreviva nos tecidos do hospedeiro (LEE et al., 2017).

Atualmente, muito se fala sobre K. pneumoniae hipervirulenta (hvkKP) com
hipermucoviscosidade, que é uma distinta linhagem de K. penumoniae, responsavel
por infec¢cBes altamente invasivas em individuos imunocomprometidos. Esta linhagem
€ caraterizada, pelo aumento da producdo do polissacarideo capsular (Figura 1)
(PROKESCH et al., 2016). O fendtipo de hipermucoviscosidade é determinado
geralmente pelo "teste da corda" ou “teste de coluna”, que é positivo quando se
esticam colbnias bacterianas em uma placa de agar e a ha formacédo de uma coluna
viscosa com mais de 5 mm de comprimento (Figura 2). Estudos apontam que 0s
sorotipos K1 e K2 também estédo associados ao K. pneumoniae hipervirulenta (hvKP),
e vale salientar que essas cepas sao mais resistentes a fagocitose e a morte
intracelular por macrofagos e neutrofilos do que as cepas com outros sorotipos,
independentemente de suas hipermucoviscosidades (LEE et al., 2017; SHON,

RUSSO, 2012)

Figura 2. Representacdo do "Teste da corda" ou “Teste de coluna” que determina o fendtipo de
hipermucoviscosidade da K. pneumoniae (Adaptado de CATALAN, GARZA, BARRIOS, 2017)

4.2.2. Producéao de sideroforos

O ferro (Fe) € um nutriente necessario como cofator para varias enzimas,
envolvidas por exemplo no transporte de elétrons, na biossintese de aminoacidos e
DNA, além de ser essencial para o crescimento bacteriano e desempenha um papel

crucial na progressao da infeccéo, incluindo infec¢des por K. pneumoniae (LEE et al.,
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2017; RUNCI et al., 2019). Porém, o ferro ndo esta de imediato disponivel visto que,
durante a infeccdo o hospedeiro sequestra o ferro como parte da resposta imune
inespecifica para assim restringir o crescimento de possiveis patdgenos. No entanto,
a K. pneumoniae desenvolveu estratégias para competir com as células hospedeiras
e adquirir o ferro, através da sintese de compostos que possui afinidade pelo ferro,
chamados sideroforos (CLEGG, MURPHY, 2016; FERREIRA et al., 2016; PACZOSA,
MECSAS, 2016).

Varios sideréforos sédo expressos em K. pneumoniae (Figura 3). Os sideroforos
contribui para a viruléncia da bactéria por ser um meio de potencializar a colonizacdo
satisfatoria de diferentes tecidos (PACZOSA, MECSAS, 2016).

Yersiniabactin Aerobactin
@ Fe3+ ® Fe3+

Transferrin —I

YbtQ

lutA

FepA
Lipocalin 2 —l
# Fe3+ A Fe3*
Enterobactin Salmochelin

Figura 3. Representacdo dos diferentes sider6foros expressos em K. pneumoniae (Adaptado
de PACZOSA, MECSAS, 2016).

A enterobactina é o principal sistema de captacdo de ferro utilizado por K.
pneumoniae. Ela é neutralizada pela lipocalina-2 que é uma proteina multifuncional
secretada pelo hospedeiro durante a infecdo que possui capacidades antimicrobianas.
Ela liga e neutraliza os sideroforos secretados impedindo a captacdo do ferro
(CLEGG, MURPHY, 2016)

A yersiniabactina € expressa durante a infecdo pulmonar e sua atividade néo &
inibida pela lipocalina-2 devido a diferencga estrutural. Geralmente em infe¢cdes no trato
respiratorio sdo encontradas tanto as yersiniabactina como as enterobactina, o que

confere uma vantagem a K. penumoniae visto que, a atividade da yersiniabactina nao
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€ inibida pela lipocalina-2 diferentemente da enterobactina, permitindo assim o
crescimento da bactéria. No entanto, yersiniabactina é incapaz de adquirir o ferro
necessario para o crescimento de K. pneumoniae na presenca da proteina transferrina
no plasma do hospedeiro. Assim, cepas que expressam apenas o yersiniabactina nédo

sao capazes de se disseminar pelos pulmdes (FERREIRA et al., 2016)

A salmochelina é uma forma de enterobactina c-glucosilada. E importante
ressaltar que essa modificagcdo impede a ligacdo da salmochelina pela lipocalina-2,
impedindo a neutralizacdo do sideroforo e a indugéo da inflamacdo dependente da
lipocalina-2. Ja a aerobactina é raramente expressa por isolados clinicos nosocomiais
classicos de K. pneumoniae. A presenca de aerobactina esta sempre associada a
hiper capsula, embora nem todas as cepas hiper capsuladas possuam esse
sideroforos (FERREIRA et al., 2016; PACZOSA, MECSAS, 2016).

Estudos demostraram que as cepas de K. pneumoniae hipervirulenta (hvKP )
tém uma capacidade aumentada de adquirir ferro através da producédo amplificada de
sideroforos (LEE et al., 2017).

4.2.3. Lipopolissacarideos (LPS)

E um componente da membrana celular externa de todas as bactérias Gram-
negativas. E composto por trés partes, o lipidio A, um oligossacarideo central e um
antigeno O, que é o componente mais externo e € uma cadeia lateral polissacaridica
responsavel pela resisténcia das bactérias a morte mediada por complemento (Figura
4). Foram observados apenas 9 tipos diferentes de antigeno «O» identificados nos
isolados de K. pneumoniae, e O1 é o mais comum (CLEGG, MURPHY, 2016;
EVRARD et al., 2010).

Antigeno O
Oligossacarideo cenfral

Lipidio A

Parede celular

Figura 4. Representacéo do LPS (FONTE PROPRIA)
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O LPS pode ser tanto benéfico como um problema para K. pneumoniae durante
uma infeccdo, pois ela protege a bactéria contra as defesas humorais como também
pode ser um ativador imunolégico. O lipidio A, por exemplo é bem conhecida por ser
um ligante do TLR4, um receptor de reconhecimento de padrdes, por este motivo,
algumas cepas utilizam a capsula para proteger parcialmente seu LPS da deteccao
por TLRs. O que algumas bactérias tem usado como mecanismo, inclusive a K.
pneumoniae é a modificacdo do LPS para uma forma que ndo é mais reconhecivel
por certos receptores imunes fazendo com que o LPS seja o principal meio de

protecdo contra o complemento (CAHILL et al., 2015).

4.2.4. Fimbrias

Para infectar o hospedeiro, os microrganismos tém de se aderir a superficies
mucosas através de adesinas e receptores. As adesinas podem incluir fimbrias,
componentes da capsula, proteinas da membrana externa ou outros antigenos da
superficie (CLEGG, MURPHY, 2016).

As fimbrias sdo importantes mediadores da adeséo da K. pneumoniae, sendo
descritas as fimbrias tipo 1 e 3 como as principais estruturas adesivas que foram
caracterizadas como fatores de patogenicidade (Figura 1) (PACZOSA, MECSAS,
2016). As fimbrias do tipo 1, séo saliéncias finas expressas em 90% dos isolados
clinicos e ambientais de K. pneumoniae. Elas tém a capacidade de se ligar a manose
como inibidor competitivo da ligacéo e facilitam a colonizacdo e a sobrevivéncia da
bactéria no trato urinario “in vitro” (CLEGG, MURPHY, 2016). As fimbrias do tipo 3
séo filamentos em forma de hélice, insensiveis a manose e séo capazes de ligarem a
proteinas da matriz extracelular, como colagenos do tipo IV e V, além de desempenhar
um papel importante na formacgéo de biofilmes de K. pneumoniae in vitro, tanto na
superficie abidtica quanto na biética (PACZOSA, MECSAS, 2016).
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4.2.5. Urease

Véarias espécies do genero Klebsiella produzem a enzima urease que €
responsavel pela hidrélise da ureia em amoénia e carbamato. Apesar de ainda néo
estar elucidado o papel da producdo de urease por K. pneumoniae na viruléncia é
sugerido que esta associada a bactérias que crescem no trato urinario e contribuem
para a formacao de calculos infecciosos (CLEGG, MURPHY, 2016). Com a hidrélise
da uréia em amonia, ocorre um aumento no pH, acarretando na precipitacdo de sais
inorganicos que sao insoluveis em pH relativamente alto, levando a formagéo de
calculos infeciosos. Sabe-se que célculos infecciosos se formam quando o pH da urina
€ superior a 7,2 e ha saturacdo de magnésio, ambénia e de ions fosfato.
Consequentemente, o fluxo de urina € prejudicada levando a deficiéncia na eliminacao
bacteriana do local da infe¢do (CLEGG, MURPHY, 2016; ORTIZ, AMBROGINI, 2014)

4.2.6. Formacéao de Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades microbianas que vivem como uma fina camada em
superficies bidticas ou abidticas, implantadas em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares criadas pelos proprios biofilmes. A formacao de biofilmes
de K. pneumoniae foi associado como sendo uma etapa importante na patogénese
dessas bactérias, particularmente associado ao uso de cateteres. A matriz dos
biofiimes fornece condi¢cdes necessarias para atenuar a atividade dos farmacos.
Trata-se de uma matriz densa de proteinas e polissacarideos, que impede a difusdo
eficiente de antibidticos, resultando em uma exposi¢ao significativamente reduzida de
bactérias o que aumenta a persisténcia e o estabelecimento de infec¢des crénicas no
trato urinario (CLEGG, MURPHY, 2016; PACZOSA, MECSAS, 2016; SANTAJIT,
INDRAWATTANA, 2016).

4.3. Respostaimune ainfeccao por Klebsiella pneumoniae

O funcionamento do sistema imune baseia-se na resposta de muitos
componentes estruturais, moleculares e celulares diante dos agentes infeciosos. Pode
se dizer que a infeccdo € uma consequéncia de interacdes especificas entre o
patogenos e o hospedeiro (BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019b). De modo geral, o

namero de individuos que manifestam a doenca/ infecdo é menor que o namero de
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individuos que séo expostos a infecdo, o que leva a crer que o sistema imune da maior
parte dos individuos consegue combater e impedir 0 avanco dos agentes infeciosos.
Vale salientar que € importante conhecer os mecanismos de defesa do sistema imune
para assim entender a patogenia das doencas infectoparasitarias e as estratégias
utilizadas tanto pelo hospedeiro como pelo microrganismo (PACZOSA, MECSAS,
2016).

A K. pneumoniae é considerada uma bactéria extracelular com mecanismos de
defesa relacionado as barreiras mecéanicas, quimicas e celulares do hospedeiro (pele,
mucosas, pH do estbmago, saliva), a imunidade inata e a producéo de anticorpos. No
entanto Cano et al, (2015) no seu trabalho, investiga a interacédo entre K. pneumoniae
e macrofagos, apresentando dados que sugerem que K. pneumoniae sobrevive dentro
de macréfagos, desviando-se da via endocitica e residindo em um compartimento
intracelular Unico que ndo se funde com lisossomos e € capaz de controlar a
maturacdo do fagossomo e desencadeia uma morte celular programada em

macréfagos, exibindo caracteristicas de apoptose 10 h apds a infeccéo.

As bactérias, quando conseguem superar essas barreiras mecénicas, elas
enfrentam o desafio de defesas quimicas, principalmente o sistema complemento que
€ uma das principais linhas de defesa imunolégica. Sdo mais de 20 proteinas, algumas
das quais sdo numeradas de C1 até C9 que desencadeiam uma cascata proteolitica
mediante o reconhecimento de padr6es moleculares associados a patdégenos
(PAMPs), que leva assim a ativacdo dos demais mecanismo da imunidade inata e
adaptativa. Existem 3 vias que ativam o sistema complemento e em todas, 0 evento
principal é a fragmentacdo da proteina C3 (PACZOSA, MECSAS, 2016; SCUTTI,
2016).

Na via classica a proteina Clq do complemento reconhece complexos
antigeno-anticorpo e desencadeia a formagédo da C3 convertase que cliva a proteina
C3 em C3b e esta se liga a superficie da bactéria (DOORDUIJN et al., 2016). A via da
lectina é ativada pela ligacdo das lectinas ligantes de manose (MBL, manose binding
lectin) ou lectinas que reconhecem N-acetilglicosamina (ficolinas) aos residuos de
glicoproteinas ou carboidratos na superficie dos padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs) dos microrgansimos, ou seja, a lectina de ligacdo a manose,

reconhece o aclcar especifico na superficie bacteriana levando a ativacao do C4b2b,
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gque posteriormente ativa o C3 em seus fragmentos ativos C3a e C3b (Figura 5)
(BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019B; SCUTTI, 2016).

A via alternativa, é ativada diretamente pela presenca de patégenos, mediante
0 reconhecimento de componentes da parede celular como o LPS amplificando ainda
mais a resposta do complemento pela deposicdo do C3b o que leva a formacao de
mais C3 convertase e consequentemente a clivagem de mais C3 em C3b.
(BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019B; SCUTTI, 2016).

As células fagocitarias possuem receptores que reconhecem a deposicdo de
C3b na bactéria levando a fagocitose. A deposicdo de C3b também desencadeia a
formacdo de convertase C5 que clivam C5 em C5b e esta se liga aos outros
componentes do sistema complemento (C6-C9) dando origem a um complexo de
ataque a membrana (MAC), que tem como alvo a membrana externa de bactérias
Gram-negativas, levando a formacao de poros e consequentemente a lise celular
(Figura 5) (DOORDUIJN et al., 2016). Além disso, os fatores de complemento séo
quimioatraentes e atraem os neutréfilos, macréfagos e mondcitos para os locais de
infecgao, producgao de quimiocinas e citocinas (BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019b).

Recognition Complement deposition Pore formation

Clqg Chemotaxis
cs (/\ C5a
MBL Phagocytosis &

BA-66 o 60 D

//, - "‘»«\\

C1g/MBL binding C3 convertase C3b deposition C5 convertase MAC formation

Figura 5. Representagdo da via classica e da via da lectina do sistema complemento e a
formacao do MAC (Adaptado de DOORDUIJN et al., 2016).

Em infecgbes por K. pneumoniae, os padrdes polissacaridicos capsulares
podem induzir a ativacdo da via de lectina por meio da interacdo com MBL pelo
reconhecimento de polissacarideos capsulares contendo manobiose ou ramnobiose.

As proteinas da membrana externa (OMPs) e o LPS de K. pneumoniae ativam a via
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classica do sistema complemento onde a proteina Clg reconhece complexos
antigeno-anticorpo e desencadeia a formacao da C3 convertase que cliva a proteina
C3 em C3b e esta se liga a superficie da bactéria e expde outras proteinas. O LPS
ainda ativa a via alternativa do complemento (DOORDUIJN et al., 2016).

4.3.1. Evasado do sistema imune

K. pneumoniae, desenvolveu estratégias para escapar das respostas do
sistema imunoldgico, 0 que acaba contribuindo para a sua patogenicidade, logo é
fundamental compreender os mecanismos pelos quais a K. pneumoniae consegue
“driblar” o sistema imune e assim sobreviver no hospedeiro humano (DOORDUIJN et
al., 2016; PACZOSA, MECSAS, 2016; BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019B).

A evasado do complemento por K. pneumoniae é estabelecida principalmente
pela modificacdo da capsula, LPS ou proteinas da membrana externa (PACZOSA,
MECSAS, 2016). Sabe-se que a capsula de K. pneumoniae protege a bactéria,
funcionando como barreira, impedindo a morte bacteriana. A deposicdo do C3b
depende da espessura da capsula da K. penumoniae, visto que a capsula mascara
epitopos de anticorpos na superficie bacteriana o que impede assim a ativacao do
complemento (Figura 6A). Como observado no sorotipo K2, que tem sua composi¢cao
capsular modificada para impedir o reconhecimento pela via da lectina impedindo
assim a deposicao de C3b e MAC por exemplo (BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019B;
PACZOSA, MECSAS, 2016).

Alteracdes na estrutura do LPS também afeta a capacidade de estimular
complemento. Uma vez que o antigeno “O” é reconhecido por anticorpos, sendo assim
o LPS permanece exposta a superficie. Modificacbes na composicdo do antigeno “O”
e o0 alongamento deste, sédo alteracbes que permitem que a bactéria ndo ative o
sistema complemento. Estudos sugerem que as cepas de K. pneumoniae com um
antigeno “O” longo produzem um LPS de alto peso molecular (fenétipo liso), que
protege a ligacéo direta a C1q ou a anticorpos direcionados contra as moléculas da
superficie de K. pneumoniae, o que leva a uma deposi¢cao do C3b, mais distante da
superficie e evita também a deposicdo adequada do MAC e consequentemente
formacao de poros reduzida. Enquanto que as cepas sem o alongamento de cadeias

laterais do antigeno O tém um LPS de baixo peso molecular (fenétipo rugoso), levando
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a deposicéo do C3b proximo a membrana, assim como também a deposi¢cdo do MAC
e formacéo de poros (Figura 6B) (DOORDUIJN et al., 2016; PACZOSA, MECSAS,
2016; BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019b).

Logo, podemos observar que a K. pneumoniae, pode bloguear a formacéao do
MAC por dois mecanismos. O primeiro € inibindo a deposicdo de complemento na
superficie bacteriana bloqueando epitopos de moléculas de superficie reconhecidas
por anticorpos ou diretamente por C1g modificando a composi¢cédo capsular (Figura
6A). O segundo mecanismo € impedindo que o MAC alcance a membrana externa
através do alongamento da cadeia lateral do antigeno “O” do LPS (Figura 6B)
(BENGOECHEA, SA PESSOA, 2019b).
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Figura 6. Representacédo da evasado do sistema complemento por K. pneumoniae (Adaptado
de DOORDUIIN et al., 2016)

4.4. Mecanismo de Resisténcia aos Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo farmacos de origem natural ou semi-sintética capaz de
destruir bactérias ou inibir seu crescimento. Apresentam diferentes mecanismos de
acao, atuando principalmente na parede celular ou ribossomos, além de poderem
atuar na membrana, citoplasmatica, acidos nucleicos e no metabolismo bacteriano
(MOSQUITO, RUIZ, OCHOA, 2011).

A resisténcia antimicrobiana foi reconhecida pela primeira vez em 1945 por
Alexander Fleming. A sua orientacdo de que o uso incorreto dos antimicrobianos
poderia ocasionar selegcdo de bactérias resistentes, é utilizada até hoje (HENGEL,
MARIN, 2019). De fato, este fen6meno tem sido acelerado pelo uso inadequado dos

antibioticos em contextos variados como em humanos, animais e na agricultura o que
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provoca uma pressdo seletiva permitindo a selecdo de bactérias naturalmente
resistentes (MOREHEAD; SCARBROUGH, 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca a bactéria é naturalmente resistente a um ou mais
antimicrobianos levando a transmissao das caracteristicas inatas da bactéria ao longo
das geracbes. Ja a resisténcia adquirida 0os microrganismos que inicialmente
expressavam como sensiveis frente a determinados farmacos desenvolve
competéncias para se defender dos antimicrobianos destinados a elimina-las. A
resisténcia adquirida é resultado de mutacfes em genes cromossdmicos ou da
aguisicao de elementos genéticos externos obtidos de variadas maneiras, entre elas,
das bactérias intrinsecamente resistentes presentes no meio ambiente (MOBARKI,

ALMERABI, HATTAN, 2019).

E importante compreender os mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos
na resisténcia antimicrobiana e interiorizar que a resisténcia € o resultado ja esperado
da interacdo de muitos organismos com o meio ambiente acarretando assim numa
resisténcia a um ou mais antimicrobianos (MUNITA, ARIAS, 2016). Atualmente, a
producdo de inativadores enzimaticos, modificacdo do sitio alvo do antibiético,
producdo de bombas de efluxo, alteracdo da permeabilidade da membrana externa
da célula bacteriana, sdo descritos como 0s principais mecanismos que acarretam
em resisténcia antimicrobiana (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016).

4.4.1. Producéo de inativadores enzimaticos

As bactérias produzem enzimas que modificam e inativam irreversivelmente os
antibidticos. Uma das enzimas bem caracterizadas é as B-lactamases que séo
altamente prevalentes e agem hidrolisando o anel B-lactamico fazendo com que o
farmaco perca sua acdo (CLEGG, MURPHY, 2016). Essas enzimas sao classificadas
em dois sistemas principais (SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016):

o Sistema Ambler: as B-lactamases foram divididas em classes
moleculares denominadas de A, B, C e D, levando em conta a estrutura
molecular das enzimas.
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o Sistema Bush-Jacoby-Medeiros: as B-lactamases séo divididas
em 4 grupos com subdivisdes de acordo com 0s seus substratos e com o perfil

de inibicdo dos inibidores dessas enzimas

As enzimas de classe A de Ambler contém varias enzimas significativas,
incluindo ESBLs (principalmente do tipo TEM, SHV e CTX-M) e KPCs. Eles podem
inativar penicilinas, cefalosporinas de terceira geracao (por exemplo, ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona), aztreonam, cefamandol, cefoperazona e metoxi-
cefalosporinas (por exemplo, cefenicinas e carbamidas). As enzimas da classe A
também podem ser inibidas pelos inibidores da -lactamase, como acido clavulanico,
sulbactam ou tazobactam (SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016).

Os pB-lactamases da classe B incluem metalo-B-lactamases (MBLs). As
bactérias que produzem essas enzimas apresentam resisténcia a todos os [3-
lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e inibidores da 3 -
lactamases, exceto o aztreonam. Os genes que codificam MBLs s&o encontrados nos
plasmideos, portanto, eles sdo facilmente transmitidos a outros microrganismos. As
metalo-B-lactamases mais comuns (MBLS) sdo as metalo-p-lactamases da
imipenemase (IMP), metalo- codificado pelo integrédo de Verona-lactamases (VIM) e
as recém-descritas enzimas metalo-B-lactamases-1 (NDM-1) de Nova Delhi
(MARQUES, 2016)

Da classe C incluem as cefalosporinases AmpC. Essa classe degrada as
cefamicinas, as cefalosporinas de 1° e 2° gera¢gOes e nao sao inibidas pelos inibidores
de B-lactamases. E os da classe D do ambler consiste em uma variedade de enzimas,
como as enzimas hidrolisantes da oxacilina (OXA). Os membros mais comuns desta
classe, como OXA-11, OXA-14 e OXA-16, demonstram propriedades ESBL e séo
normalmente encontrados em P. aeruginosa. Essas enzimas sdo eficazes contra a
penicilina, cloxacilina, oxacilina e meticilina (SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016)
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4.4.2. Modificacédo do alvo do antibiotico

Os antibidticos podem se ligar a um ou mais alvos na célula bacteriana. No
entanto, modificacdes na estrutura do alvo impede a ligacdo ou a afinidade do
antibiético. Ou seja bactérias resistentes evitam o reconhecimento por agentes
antimicrobianos modificando seus locais de destino (MUNITA, ARIAS, 2016).

Entre as modificacfes, temos as que ocorrem no percursor do peptidoglicano
da parede celular bacteriana que € o sitio alvo de glicopeptideos que atuam inibindo
a sintese da parede celular bacteriana. Outra modificagdo por exemplo, temos
mutacBes do gene que codifica as proteinas ligadores de penicilina (PBPs do inglés
Penicillin Binding Proteins), que sdo enzimas ancoradas na membrana citoplasméatica
da parede celular bacteriana que atuam na sintese e controle dos ultimos estagios da
construcdo da parede celular. Modificagbes nas PBPs sdo uma forma de causar
resisténcia ao B-lactamicos, tendo em vista que essas proteinas sao o alvo desses
farmacos (SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016). Mutacbes que alteram as enzimas
topoisomerase 1V ou DNA girase, atuam na duplicacédo do DNA bacteriano, alvos das
quinolonas sdo outro exemplo das modificacbes do alvo do antibiético (MUNITA,
ARIAS, 2016).

4.4.3. Diminuicao da permeabilidade da membrana da célula

A membrana externa da bactéria Gram-negativa contém proteinas chamadas
porinas que formam canais que permitem a passagem de substancias hidrofilicas,
incluindo antibiéticos. Porém, muta¢cdes nessas proteinas faz com que percam sua
funcao e moléculas hidrofilicas como B-lactamicos, ndo conseguem adentrar na célula
bacteriana, perdendo assim sua ac¢do antimicrobiana (MUNITA, ARIAS, 2016). As
cepas de K. pneumoniae resistentes exibem suscetibilidade reduzida a g-lactamicos
(como cefalosporinas e carbapenémicos) pela perda de proteinas da membrana
externa conhecidas como OmpK35 e OmpK36 (SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016).
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4.4.4. Producédo de bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas da membrana que funcionam como
exportadoras. Ela faz a remocé&o de antibiéticos do compartimento intracelular, o que
significa que as concentragbes do farmaco ndo sédo suficientemente altas para
provocar um efeito antibacteriano (MUNITA, ARIAS, 2016). Foram descritas cinco
familias de bombas de efluxo, sendo 0 RND (do inglés Resistance Nodulation Division)
a mais comum e esta relacionada com a transferéncia por plasmideos do complexo
AcrAB-TolC formado por 2 proteinas (AcrA e AcrB) e um canal externo (TolC) que
juntos podem bombear diversos farmacos (SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016) .

4.5. Resisténcia de K. pneumoniae aos Antimicrobianos

Dois tipos principais de resisténcia a antibiéticos tém sido comumente
observados em K. pneumoniae. Um mecanismo envolve a expressao de 3-lactamases
de espectro estendido (ESBLS), que tornam as bactérias resistentes as cefalosporinas
e monobactamas. O outro mecanismo de resisténcia, ainda mais preocupante, é a
expressao de carbapenemases por K. pneumoniae , que torna as bactérias resistentes
a quase todos os B-lactamicos disponiveis, incluindo os carbapenémicos. K.
pneumoniae é naturalmente resistente a ampicilina e carbenicilina pela producéo de
SHV-1 B-lactamase codificada no cromossomo (MUNITA, ARIAS, 2016).

4.5.1. Resisténcia aos B-lactamicos

Os B-lactamicos sédo os antibioticos mais utilizados mundialmente por conta da
sua boa atividade, baixa toxicidade e grande variedade dos compostos disponiveis.
Todos os antibidticos B-lactamicos interferem no estagio final da biossintese do
peptideoglicano da parede celular bacteriana (responséavel pela integridade da parede
bacteriana), interrompe a constituicao fisiologica normal do peptidoglicano da parede
celular e induz a lise e morte celular (CABRAL et al., 2012)

Um dos principais mecanismos de resisténcia que impossibilita o uso dos (-
lactamicos para o tratamento de infe¢cdes bacterianas certamente € a inativagédo
destes farmacos pelas B-lactamases que podem ser codificadas tanto por genes

presentes nos cromossomos ou nos plasmideos (BLAIR et al., 2015).
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TEM-1 foi a primeira p-lactamase identificada em bactérias Gram negativas,
originalmente encontrada em uma cepa de Escherichia coli. Posteriormente, foi
descrita a enzima SHV-1 (de sufidril variavel) encontrada em isolados de K.
pneumoniae e E. coli. Ambas mediada por plasmideo. Tao logo, houve a necessidade
de produzir novos B-lactamicos, porém a cada novo B-lactdmicos, novas 3-lactamases
foram aparecendo acarretanto na resistencia a novos f3-lactamicos. A enzima isolada
capaz de hidrolisar esses novos antibioticos SHV-2, foi isolada em Klebsiella ozaenae
e devido a sua grande eficacia frente a esses antibioticos B-lactamicos, elas foram
denominadas de R-lactamases de espectro ampliado (ESBL).S&0 enzimas que
hidrolisam as penicilinas, ceftazidima, cefotaxima e o aztreonam e sdo sensiveis as
cefamicinas e aos inibidores de 3- lactamases, como o &cido clavulanico, sulbactam

e tazobactam, bem como aos carbapenens (THOMSON, 2010).

As ESBLs surgiram a partir de mutacdes nos genes bla SHV e bla TEM, que
codificam as [-lactamases. Essas mutacfes resultam em substituicdo de
aminoaciodos das enzimas, o que favorece a produ¢éo de novas enzimas com maior
afinidade por B-lactamicos de espectro estendido. Outra enzima descrita é a CTX-M,
detectada em varios paises e com frequéncia em isolados de K. pneumoniae. A
analise cinética dessa enzima demostrou que € mais ativa para a hidrélise de
cefotaxima e ceftriaxona do que de ceftazidima, embora algumas mutacdes possam

aumentar a hidrélise para a ceftazidima (CABRAL et al., 2012).

Dessa forma, tem sido encontrado em isolados de Klebsiella pneumoniae
produtoras de ESBL as enzimas do tipo TEM, SHV, CTX-M, B-lactamases do tipo
AmpC de origem plasmidial (SANTAJIT E INDRAWATTANA, 2016). Os genes AmpC
plasmidiais sdo derivados dos genes cromossdmicos de varias espécies da familia
Enterobacteriaceae que conferem resisténcia as cefalosporinas de terceira geracéo,
cefamicinas e inibidores de B-lactamases (THOMSON, 2010).

4.5.2. Resisténcia de K. pneumoniae aos carbapenemicos

Os carbapenémicos foram uma alternativa terapéutica encontrada para o
tratamento de infecgbes graves, causadas por bactérias Gram-negativas produtoras
de ESBL. Porém com o uso abusivo destes farmacos pode se dizer que a bactéria

encontrou uma alternativa de desenvolver resisténcia contra esses antibidticos e
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dentre 0os mecanismos associados a resisténcia bacteriana aos carbapenémicos
destaca-se a producdo de carbapenemases. As carbapenemases degradam os
antibidticos B-lactamicos do grupo carbapenémico (imipenem, meropenem,
ertapenem e doripenem). Essas carbapenemases podem ser divididas em doi grupos
segundo as categorias de Ambler em serino carbapenemases (classes A e D de
Ambler) e metalo-B-lactamases (classe B de Ambler) (MARTINS et al., 2016).

4.5.3. Resisténcia K. pneumoniae Produtores de Betalactamases as Quinolonas
e aos Aminoglicosideos

E notavel que uma grande variedade de genes muitos em plasmideos s&o
capazes de codificar as ESBL e esses mesmos genes podem codificar resisténcia
para outros antimicrobianos como os aminoglicosideos, quinolonas, trimetropim,
sulfonamidas, tetraciclinas e clorofenicol, o que contribui para que os isolados
produtores de ESBL possuam como caracteristica atual um espetro de resisténcia a
multiplas classes de antimicrobianos (CABRAL et al., 2012, ESTRELA, 2018).

As quinolonas correspondem a uma classe de antimicrobianos sintéticos com
acdo bactericida de amplo espetro tanto contra bactérias Gram-negativas como
bactérias Gram-positivas. Mais precisamente, a sua acdo reside na inibicdo da
DNAgirase (alvo principal das quinolonas em bactérias Gram negativas) ou da
topoisomerase IV (alvo principal em bactérias Gram positivas) que sao fundamentais
para replicacdo, recombinacao e reparo do DNA bacteriano (MUNITA, ARIAS, 2016).
No entanto, mutacdes nos genes cromossOmicos que codificam as enzimas DNA-
girase e topoisomerase IV sdo destacados como 0s principais mecanismos de
resisténcia as quinolonas para além da hiper expressdo de bombas de efluxo e
diminuicdo da permeabilidade da membrana que leva assim a reducdo da
concentragdo do antimicrobiano no interior da célula bacteriana (COSTA, SILVA
JUNIOR, 2017)

Os aminoglicosideos, também sdo empregados no combate de infe¢cdes de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Sua acéo consiste na inibicdo da sintese
de proteinas por ligacao irreversivel as proteinas da subunidade 30S do ribossomo.
Em bactérias Gram-negativas por exemplo, elas comprometem a semipermeabilidade

da membrana favorecendo a morte das bactérias (BLAIR et al., 2015). A resisténcia
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bacteriana aos aminoglicosideos pode ocorrer devido a mutacdes no sitio de ligacéao
do ribossomo, efluxo dos farmacos, alteragcbes enzimaticas do antimicrobiano. Foi
identificado um grupo de enzimas que confere resisténcia pela metilacdo sitio
especifico do RNA ribossémico 16S, denominadas de metilases 16S rRNA, capazes
de conferir resisténcia aos aminoglicosideos usados clinicamente como amicacina,
gentamicina e tobramicina (CAPUTO et al., 2015).

4.6. Diagnostico laboratorial e molecular de infeccdo por Kklebsiella

pneumoniae
4.6.1. Diagndstico laboratorial

A identificacdo de um microrganismo é baseada na comparacao entre os dados
sobre os géneros e espécies conhecidos e os dados bioquimicos que refletem as
atividades metabdlicas dos microrganismos (KONEMAN, et al., 2008).

A identificacdo da K. pneumoniae, é caracterizada pelas provas bioquimicas
gue permitem a sua identificacdo (Quadro 1) (BRASIL, 2013). Quando semeadas em
agar MacConkey as coldnias apresentam-se elevadas e de consisténcia mucoide, cor
résea brilhante e com aspecto viscoso (Figura 7) devido a capsula polissacaridica
(KONEMAN, et al., 2008).

Reacdo de oxidase; Indol; Ornitina Negativa
Fermentacdo da glicose; Reducdo a nitrato; Positiva
Lisina; Citrato; TSI; Metabolizacdo da lactose,
hidrolise da ureia

~ Quadro 1. Exemplo de provas bioquimicas utilizadas na identificagdo da K. pneumoniae (Fonte
PROPRIA)

Figura 7. Representacdo do fendtipo da K. pneumoniae quando semeadas em agar
MacConkey (Adaptado de Pinterest)
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Apos o isolamento e a identificacdo da K. pneumoniae é realizada o Teste de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA). Em situacbes em que se depara com uma
cepa com um perfil de resisténcia amplo aos antimicrobianos mais recentes, este deve
ser confirmada antes de ser liberado como resistente, através de testes confirmatorios
para a deteccdo da resisténcia. E de realcar que, o TSA serve como um teste de

triagem para a detecdo de cepas multirresistentes (KAISER et al., 2016).

Os testes confirmatérios para a deteccao da resisténcia de K. pneumoniae na
rotina laboratorial em microbiologia segue orientacbes de comités internacionais,
como exemplo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (FLORES et al., 2016)

4.6.1.1. Diagnéstico de ESBL

Bactérias produtoras de ESBL séo identificadas a partir de um teste inicial que,
se positivo, devera ser confirmado. Através da técnica de disco difusdo em agar
Mueller Hinton, utilizando discos de 30 ug de Ceftriaxone ou 30 pyg de farmacos como
ceftazidima e aztreonam. Apds 16 a 18 horas em uma temperatura 35 + 2° C, analisa-
se o halo. Se houver formacao de halo para: ceftriaxone < 25mm, ceftazidima <
22mm, aztreonam < 27mm, faz-se necessario o teste fenotipico confirmatoério
(DOLINSKY, 2017). O teste confirmatério se da utilizando um disco de ceftazidima
30ug e outro de ceftazidima + acido clavulénico na concentracdo de 30/10ug,
juntamente com cefotaxima 30ug e cefotaxima + acido clavulanico 30/10pg (Figura
8). E confirmada a resisténcia quando ha um aumento = 5mm no halo do antibiético
associado ao acido clavulanico em relacdo ao obtido no antibiético sem associacao
(DOLINSKY, 2017).
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ceftazidima + ac. clavuléanico

ceftazidima

. J%mg:l.abc - HS

cefotaxima + &c. clavulanico
cefotaxima

Figura 8. Representacao do teste confirmatodrio para ESBL (Adaptado de ANVISA, 2013)

4.6.1.2. Diagostico de KPC

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomenda a pesquisa de
KPC em bactérias que apresentam resisténcia a cefalosporinas de terceira geracéo
e sensibilidade diminuida a carbapenens. A ndo susceptibilidade ao ertapenem é o
indicador mais sensivel da producéo de carbapenemase. Hoje a triagem fenotipica
se da pela analise de antibiograma, onde a metodologia é a disco-difuséo,
empregando discos de imipenem, meropenem, ertapenem e cefalosporinas de
terceira geragao, concentracao inibitéria minima, além do CarbaNP Test (DOLINSKY,
2017).

O teste de Carba NP por exemplo, surgiu como uma alternativa Util para
detectar a producéo de carbapenemase em Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.
e Acinetobacter spp. O teste é baseado na acidificacdo do vermelho de fenol quando
o imipenem é hidrolisado, evidenciado pela mudanca de cor da solucédo de teste de

vermelho para amarelo (KUMAR et al., 2018).
4.6.1.3. Diagostico de MBLs

Os testes utilizados para deteccdo fenotipica de MBLs s&o os testes de
aproximacéo em disco, os discos com combinagao de substratos com e sem EDTA e
também fitas de E-test MBL. O primeiro, utiliza discos de ceftazidima 30ug imipenem
10 pg e aztreonam 30 pg. O segundo teste utiliza imipenem ou ceftazidima como
antibidticos, colocando-os no agar e em um deles adicionado 10 pL de EDTA. E o
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terceiro, utilizada a fita de E-test, onde em uma das pontas da fita possui imipenem e
na outra ponta Carbapenémicos + EDTA. Esses testes sdo manipulados com inéculos
bacterianos suspensos em soro fisioldgico a partir de colbénias com 24 horas de
crescimento, ajustadas na escala 0,5 de McFarland. Como controle dos testes, utiliza-
se K. pneumoniae positivas MBL (DOLINSKY, 2017).

4.6.2. Diagnhostico Molecular

As abordagens moleculares permitem caracterizar os isolados bacterianos
envolvidos em infec¢cBes hospitalares ou em surtos epidémicos, como na deteccao de
genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos e determinacdo de genes
relacionados a fatores de viruléncia (MARQUES, 2016). Metodologias moleculares
como PCR convencional, PCR em Tempo Real, PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphisms (PCR-RFLP), analise do perfil do DNA genbmico utilizando Pulsed-
Field Gel Electrophoresis (PFGE), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-
PCR (ERIC-PCR) tém sido usadas em estudos de caracterizagéo de ESBL e KPC. A
PFGE por exemplo, tem sido utilizada para o estudo de surtos hospitalares na
comparacdo de populacdes bacterianas o que tem sido Gtil para elucidar a
transmissao de clones de Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL e KPC em

ambiente hospitalar em diversos paises (FLORES et al., 2016).
4.7. Vigilancia e prevencao

As circunstancias de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos no ambiente
hospitalar se agrava progressivamente com o passar dos anos (PACZOSA, MECSAS,
2016). A evolucdo dos genes que codificam ESBL e KPC e consequentemente a
disseminacéao, representa um impacto nas opc¢oes terapéuticas para o tratamento de
infecbes uma vez que ha escassez de desenvolvimento de novos medicamentos pela
industria farmacéutica (MARQUES, 2016). A identificacdo de ESBL e KPC, bem como
sua andlise através da biologia molecular, fornece informacdes que favoregcam o

controle da disseminagé&o desse tipo de resisténcia bacteriana (VERAS, 2010)

Os isolados de origem hospitalar devem ser relatados ao Centro de Controle
de InfeccOes Hospitalares (CCIH), para monitoramento e prevencdo de surtos
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infecciosos. Nesse contexto € bom realcar a importancia do laboratério de
microbiologia, bem como o papel do microbiologista na identificacdo correta para
alertar possiveis surtos e desenvolver estratégias de controle que impegam a
disseminagdo de isolados resistentes aos antimicrobianos nos hospitais e na
comunidade (OPAS, 2017).

A prevencao é a arma principal no combate a infecées por K. pneumoniae,
levando em conta que o tratamento tem sido dificil devido a sua alta resisténcia a
antimicrobianos, a prevencao depende da incorporacéo de préticas corretas as rotinas
de assisténcia ao paciente, exigindo um esforco coordenado pelas partes envolvidas
(MS, 2018). Portanto, a ANVISA instituiu normas para identificacdo, prevencao e
controle de infecg&o tais como: o uso racional de antimicrobianos e venda somente
com a retencdo de receita médica, higienizacdo das méos de todos os profissionais
de saude, acompanhantes e visitantes, higienizacdo do ambiente, cuidados no
manuseio de dispositivos invasivos. Desta forma, profissionais da saude, devem tomar
cuidados quanto a higienizacdo das maos, assim como os visitantes, além do uso de

equipamento de protecéo individual (MIRANDA et al., 2019).

O isolamento de pacientes com suspeita de contaminag¢do e a preocupacao
com a limpeza dos locais € outro problema a ser resolvido para evitar a disseminacéo
da bactéria nas UTI's ou nos locais de atendimento do pronto-socorro, sendo
necessdaria a constituicdo de uma rede eficiente de informagcbes que devem ser
passadas a populacéo e elaboracdo de medidas de contingéncia (SHRIVASTAVA,
RAMASAMY, 2018)

37



5. DISCUSSAO

A Klebsiella pneumoniae pertence ao grupo “ESKAPE” (um acrénimo utilizado
para designar um grupo de bactérias composta por Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter), que causam a maioria das infecdes
hospitalares  acometendo  principalmente  individuos imunocomprometidos
(SANTAJIT, INDRAWATTANA, 2016). E importante relembrar que esta bactéria, é
classificada como um organismo prioritario, que causa infeccbes hospitalares
significativas e dificeis de tratar, além de infec¢cdes na comunidade, portanto é
recomendada e justificavel a constante vigilancia deste patogeno (WYRES et al.,
2019).

As bactérias possuem uma imensa plasticidade genética a qual é uma
caracteristica evolutiva que resulta na sobrevivéncia do mais apto, que pode ser vista
a partir de eventos mutacionais, aquisicdo de material genético ou alteracdo da
expressao génica (MUNITA, ARIAS, 2016).

Deste modo, sdo necessarios varios estudos que possam contribuir para
vigilancia epidemiolégica, além de observar, conhecer qual a incidéncia bacteriana e
o perfil de utilizacdo dos antimicrobianos no tratamento das infeccdes, além das
medidas preventivas e o teste adequado para diagnostico para que sejam tomadas
medidas efetivas no combate as infec¢cdes nosocomiais (COSTA, SILVA JUNIOR,
2017).

Uma das barreiras existentes no combate da resisténcia antimicrobriana é a
auséncia de inovacdo. Segundo Oliveira et al (2016) o desenvolvimento de novas
tecnologias de saude ndo tem acompanhado a velocidade da adaptacdo dos
microrganismos. Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) até 2050,
dez milhdes de 6bitos anuais serdo atribuidos a resisténcia antimicrobiana além do
impacto na economia global. Esta estimativa baseia-se na realidade atual de uso
excessivo de antibidticos, tratamentos incompletos, saneamento précario e a
globalizagéo que permite a destribuicdo dos microrganismos facilmente pelo mundo

(OPAS, 2017). De fato, a infeccdo hospitalar causada por Klebsiella pneumoniae
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prolonga a permanéncia do paciente gerando custos plblicos (GUIMARAES, VIEIRA,
2013).

Desde entdo, governantes de diversos paises, especialmente de paises
desenvolvidos, estdo planejando estratégias para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos para combater bactérias resistentes (ESTRELA, 2018). No entanto, é
evidente que pesquisas e desenvolvimento de novos compostos farmacolégicos
demanda tempo e dinheiro para serem concretizados, do mesmo modo que € notoério
que € mais lucrativo para as industrias farmacéuticas desenvolverem farmacos
destinados ao tratamento de doencas crénicas ao invés de farmacos com atividade
antimicrobiana, que geralmente sao utilizados por um curto periodo de tempo quando

comparados a outras aplicagdes terapéuticas (SILVA, AQUINO, 2018).

Porém, é necessario compreender que o uso excessivo de antibidticos na
medicina, na agricultura € um fator agravante e determinante para o desenvolvimento
de bactérias resistentes e de certa forma, somos responsaveis por tal calamidade. E
imprescindivel administrar os antibioticos de maneira adequada, na dosagem,
horarios e periodos determinados o que beneficiara ndo s6 o usuario como a
populacdo de forma abrangente. Deve-se adotar estratégias basicas de prevencao,
como a higienizacdo adequada das maos, a desinfeccdo de objetos de uso coletivo
ou privativos, isolamento do contato com pessoas infectadas e a pratica da educacao
continuada pelos profissionais da area séo de extrema valia para assegurar que haja
uma maior veracidade neste controle (SILVA, AQUINO, 2018).
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6. CONCLUSAO

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo de grande importancia
médica e sua resisténcia a antimicrobianos tem se tornado um problema de saude
publica e preocupacdo em todos os campos da saude. Causa infec¢cdes em varios
locais nos seres humanos, incluindo pulmdes, bexiga, figado, cérebro e corrente
sanguinea, acometendo principalmente individuos imunocomprometidos e que
apresenta problemas significativos em relacdo a eliminagdo do hospedeiro.
(PACZOSA, MECSAS, 2016). A capacidade desta bactéria por exemplo, de formar
biofilme apresentou novos desafios no manejo de infeccdes principalmente infeccdes
associadas a cateteres. Além que que ela dispde de varios fatores de viruléncia que
possibilitam a colonizacdo, obtencdo de recursos nutricionais e escapar do sistema
imune do hospedeiro o que aumentam a patogenicidade da bactéria. (KONEMAN, et
al., 2008).

Atualmente, além da ESBL, sdo descritas outras trés enzimas de interesse
clinico e com espectro de acao distinto: Klebsiella pneumoniae carbapenase (KPC);
metalobetalactamase (MBL) e betalactamase classe C (AmpC) (OLIVEIRA et al.,
2016). A resisténcia aos carbapenémicos é conferida por carbapenases presentes em
KPC e MBL que perdem proteinas da membrana externa que sao usadas pelo
farmaco como via de entrada para o seu interior, entre outros mecanismos. A KPC é
resistente a todos os betalactamicos, mesmo aqueles associados a inibidores de
batalactamases (MUNITA, ARIAS, 2016).

A ampla resisténcia destas bactérias mostra a necessidade de restringir ao
maximo o uso de antibidticos beta-lactamicos, bem como a realizacao de a¢des que
visam prevenir infec¢cBes hospitalares, além de medidas béasicas de higiene como
lavagem de maos e cuidados com o0s pacientes imunossuprimidos, objetivando
sempre evitar surtos epidémicos (PEREIRA, VANETTI, 2015).

Portanto, é essencial ter protocolos em vigor para administracdo antimicrobiana
e esforcos aprimorados de controle de vigilancia para limitar a disseminacao de cepas
de K. pneumoniae resistentes, além de ser necessario o desenvolvimento de novos
farmacos para combater infecbes por este microrganismo (BENGOECHEA, SA
PESSOA, 2019b).
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