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RESUMO

Klebsiella pneumoniae é um
bacilo Gram-negativo pertencente a
familia Enterobacteriaceae, que esta
amplamente distribuido no ambiente. E
bacterianas
ESKAPE

(Enterococcus faecium, Staphylococcus

uma das  espécies

pertencentes ao  grupo
aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp.) que
compreende as principais especies
associadas a infeccBes hospitalares de
dificil tratamento devido ao perfil de
multirresisténcia. K. pneumoniae é
considerado um patégeno oportunista
associado a diversas infec¢des humanas,
principalmente em individuos
imunocomprometidos. Nesse estudo foi
avaliada a  susceptibilidade aos
antimicrobianos de 96 K. pneumoniae
isoladas de pacientes internados em um
hospital terciario do interior de S&o

Paulo, Brasil. O perfil de

susceptibilidade aos antimicrobianos foi
determinado pelo método de disco-
difusao, testando 35 agentes
antimicrobianos  pertencentes a 11
classes distintas. Os isolados foram
classificados como multidrug-resistance
(MDR) quando ndo-susceptiveis a um ou
mais antibioticos em trés ou mais classes
distintas de antimicrobianos.  Os
resultados demonstraram que 80,21%
dos isolados foram classificados como
MDR. Os isolados elevados indices de
ndo-susceptibilidade para sulfonamida
(96,87%) e trimetropim (97,91%),

seguido de cefuroxima (77,08%),

cefazolina (64,94%),
amoxicilina+clavulanato (64,58%) e a
nitrofurantoina (69,79%). As

enterobactérias multirresistentes estdo
entre as maiores preocupacdes parasadde
publica mundial. Portanto, identificar e
caracterizar esses patogenos contribui
para o0 controle e diminuicdo da
disseminacéo da resisténcia

antimicrobiana tanto no ambiente
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PALAVRAS-CHAVES:

multirresisténcia,

Klebsiella
pneumoniae,
resisténcia aos antimicrobianos, saude
publica.

ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a Gram-
negative bacillus belonging to the
Enterobacteriaceae family, which is
widely distributed in the environment. It
is one of the bacterial species belonging
to the ESKAPE group (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa
and Enterobacter spp.) which comprises
the main species associated with hospital
infections that are difficult to treat due to
their multidrug resistance profile. K.
pneumoniae  is  considered  an
opportunistic pathogen associated with
several human infections, mainly in
immunocompromised individuals. In
this study, the antimicrobial
susceptibility of 96 K. pneumoniae
isolated from patients admitted to a
tertiary hospital in the interior of S&o
Paulo, Brazil, was evaluated. The
antimicrobial susceptibility profile was
determined by the disk-diffusionmethod,
testing 35  antimicrobial  agents

belonging to 11 different classes.

Isolates were classified as multidrug-

resistance (MDR) when not susceptible
to one or more antibiotics in three or
more different classes of antimicrobials.
The results showed that 80.21% of the
isolates were classified as MDR. The
isolates had high non-susceptibility rates
for  sulfonamide  (96.87%) and
trimethoprim  (97.91%), followed by
(77.08%),

amoxicillin+clavulanate

cefuroxime cefazolin
(64.94%),
(64.58 %) and nitrofurantoin (69.79%).
Multidrug-resistant enterobacteria are
among the biggest public health concerns
worldwide. Therefore, identifying and
characterizing these pathogens
contributes to the control and reduction
of the spread of antimicrobial resistance
both in the hospital environment and in
the community.

KEYWORDS: Klebsiella pneumoniae,
multidrug resistance, antimicrobial

resistance, public health.

INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae € um
bacilo Gram-negativo pertencente a
familia  Enterobacteriaceae. E
considerada uma bactéria oportunista
presente em infecgdes hospitalares e
comunitérias, principalmente  em

pacientes imunocomprometidos
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(TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A familia Enterobaceriaceae
compreende um grupo importante de
microrganismos que possui diversos
mecanismos relacionados a resisténcia
aos antimicrobianos (OLIVEIRA et al.,
2011). Desta familia, K. pneumoniae €
uma das espécies bacterianas com maior
importancia clinica por ser um dos
principais agentes causadores das
Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS) (SOUZA; RAMALHO;
CAMARGO, 2020).

Nas ultimas décadas, devido ao
uso indiscriminado de antimicrobianos,
houve um aumento consideravel na
prevaléncia de linhagens de K.
pneumoniae com resisténcia a diversos
(CARDOSO, 2019).
InfeccBes por esta espécie bacteriana

antibioticos

tornaram-se um desafio para a
comunidade médica devido a sua
crescente  capacidade de adquirir
resisténcia aos antimicrobianos, pois
reduzem significativamente as opcdes
terapéuticas dos pacientes acometidos
(ANVISA, 2017). Quando expostas a
pressdo seletiva por uso frequente de
antimicrobianos, cepas de K.pneumoniae
podem colonizar locais onde muitas
outras  espécies nao  conseguem

sobreviver, devido a sua

plasticidade genética e a sua capacidade

de se adaptar por meio da aquisicao ou

desenvolvimento de mecanismos
de resisténcia (GOMEZ-SIMMONDS;
UHLEMANN, 2017).

A resisténcia antimicrobiana por
K. pneumoniae é um problema global e
sua identificacdo precoce € primordial,
principalmente para o controle de
infeccbes no ambiente  hospitalar
(ELLEM; PARTRIDGE; IREDELL,
2011). Assim, o presente estudo avaliou
a susceptibilidade aos antimicrobianos
em K. pneumoniae isoladas de pacientes
internados em um hospital terciario de

Ribeirdo Preto, no interior de Sao Paulo.

MATERIAIS E METODOS

No presente estudo, foram
inicialmente avaliados 100 isolados
bacterianos de K.  pneumoniae
provenientes de pacientes internados em
um hospital terciario de Ribeirdo Preto,
cidade localizada no interior de Sdao
Paulo, Brasil. A colecdo bacteriana foi
organizada no periodo de fevereiro a
novembro de 2015, sendo coletadas 10
cepas mensalmente. As bactérias foram
isoladas de diferentes pacientes e
origens, como urina, sangue, secrec¢do
traqueal, escarro e cateter intravenoso,

sendo denominadas de BS001 a BS100.
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Os isolados bacterianos foram estocados

em meios de cultura Brain Heart

Infusion (BHI) liquido (Oxoid),
acrescido de glicerol 15%, e crio-
conservados em a -80°C.

As espécies bacterianas foram
inicialmente identificadas por métodos
fenotipicos e bioquimicos
convencionais, conforme descrito por
Murray et al. (2009). Para assegurar a
identificacdo das espécies bacterianas
destinadas ao estudo, a identificacéo foi
confirmada molecularmente por
sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA, utilizando os primers 5°-
ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT-
3 e 5-
TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTT
C-3’, conforme descrito por Turton et al.
(2010). Por meio do programa BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
foi realizada a comparacdo com
sequéncias homologas depositadas no
banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Com as analises do
sequenciamento do gene 16S rRNA,
verificou-se que quatro (BS009, BS014,
BS031 e BS038) dos 100 isolados, ndo
correspondiam a K. pneumoniae 0s quais
pertenciam a espécie Enterobacter

cloaceae, sendo estes excluidos do

estudo. Portanto, o estudo seguiu com 96
isolados bacterianos molecularmente

confirmados como K. pneumoniae.

O teste de sensibilidade aos
antimicrobianos foi realizado por disco-
difusdo em Agar Miueller-Hinton (MH)
(Oxoid), conforme recomendacbes do
Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018), utilizando 35 diferentes
antimicrobianos recomendados para
Entereobacteriaceae.

Para o teste de susceptibilidade
aos antimicrobianos, os isolados foram
inoculados em Agar MH e mantidos em
estufa a 37°C por 18 horas. Apo6s o
crescimento, foi preparado um indculo
com turvagdo equivalente a escala 0,5 de
McFarland, correspondente a 1,5 x 108
UFC/mL, e realizou-se a semeadura por
sobreposicdo, adicionando os discos de
antimicrobianos sobre a superficie da
placa de MH. Com 18 horas de
incubacdo a 37°C, realizou-se a leitura
dos halos de inibicdo ao redor dos discos
em concordancia com as recomendacdes
do CLSI (2018). A partir da leitura dos
halos de inibicdo, os isolados foram
considerados  susceptiveis ou nao-
susceptiveis (isolados resistentes ou com
resisténcia intermediaria) aos
antimicrobianos testados.

Os discos de antibiéticos testados
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(Oxoid) e suas respectivas concentracfes
foram: é&cido nalidixico (30 pg),
amicacina (30 ug),
ampilcilina+sulbactram (10/10 ng),

amoxicilina+clavulanato (20/10
ug), aztreonam (30 pg), cefaclor (30 pg),
cefazolina (30 pg), cefepima (30 pg),
cefoxitina (30 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftarolina (30 pg), ceftazidima (30 pg),
ceftriaxona (30 pg), cefuroxima (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30
ng), doripenem (10 pg), doxiciclina (30
ng), ertapenem (10 pg), estreptomicina
(10 pg), gentamicina (10 pg), imipenem
(10 ng), levofloxacina (5 png),
lomefloxacina (10 pg), meropenem (10
ug), minociclina (30 pg), nitrofurantoina
(300 pg), norfloxacina (10 pg),
ofloxacina 5 ug),
piperacilina+tazobactam (100/10 pg),
sulfametazol+trimetoprim  (23,75/1,25
ug), sulfonamida (300 pg), tetraciclina
(30 pg), tobramicina (10 pg) e
trimetoprim (5 pg).

Como controle do experimento,
as linhagens K. pneumoniae ATCC
700603, Escherichia coli ATCC 25922,
ATCC 35218 e  Pseudomonas
ATCC27853, foram

utilizadas como paramentos para manter

aeruginosa

a confiabilidade dos resultados.

Com base nos resultados dos

testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, os isolados bacterianos
foram considerados multidrug-
resistance (MDR) quando apresentaram

ndo-susceptibilidade a um ou mais

discos de antibidticos em trés ou
mais classes distintas de
antimicrobianos.

@) presente estudo foi
previamente avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo (Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) [aprovacdo no. CEP /
FCFRP 362; CAEE

36031914.9.0000.5403].

RESULTADOS

Dos 96 isolados analisados,
80,21% (n=77) foram classificados
como MDR, inclusive, o isolado BS040
demonstrou-se resistente a todos os
antimicrobianos testados (Tabela 1). Os
isolados apresentaram maior ndo-
susceptibilidade a classe de inibidores da
via de folato, cujos maiores indices
foram para sulfonamida e trimetoprim,
com 96,87% (n=93) e 97,91% (n=94),
respectivamente. Os isolados
bacterianos também apresentaram altos

indices de ndo-susceptibilidade a outras
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classes de antimicrobianos, como as
cefalosporinas, penicilinas associadas
com inibidores de beta-lactamases e
nitrofurantoina. Para as cefalosporinas,

os isolados apresentaram maiores

indices de ndo-susceptibilidade para
cefuroxima 77,08% (n=74), cefazolina
64,94% (n=63), cefaclor 61,45% (n=59)
e 62,50% (n=60) para  0S
antimicrobianos cefepima, ceftriaxona,
ceftarolina e cefotaxima (Figura 1).

Para as penicilinas associadas
com inibidores de beta-lactamases, 0s
encontrados foram,
64,58%
(n=62), ampilcilina+sulbactam 61,45%

percentuais

amoxicilina+clavulanato

(n=59), piperacilina+tazobactam
60,42%, (n=58). O indice de ndo-
susceptibilidade para nitrofurantoina foi
de 69,79% (n=67) (Figura 1).

Para as outras classes de
antimicrobianos como 0S
carbapenémicos doripenem, ertapenem,
imipenem e meropenem, os indices de
ndo-susceptibilidade foram 26,04%
(n=25), 31,25% (n=30), 27,08% (n=26),
e 26,04% (n=25), respectivamente. O
menor indice de ndo-susceptibilidade
demonstrado pelos isolados estudados
foi para amicacina, com 15,62% (n=15)
(Figura 1).

CONSIDERAC}@ES FINAIS

Em um estudo realizado por
Moradigaravand et al. (2017), com 250
K. pneumoniae-MDR (KP-MDR) no
Reino Unido e Irlanda, também foi

encontrada uma alta resisténcia para
cefuroxima (94%), cefotaxima (58%),
amoxicilina+clavulanato  (68%) e
ciprofloxacina (65,6%). As KP-MDR
também apresentaram alta sensibilidade
a imipenem (99,2%), corroborando com
0S nossos resultados de multirresisténcia
entre as classes de cefalosporinas e
penicilinas com inibidores de beta-
lactamases, além de também mostrar
resisténcia a floroguinolonas e alta
sensibilidade  aos  carbapenémicos.
Gongalves et. al. (2017), avaliaram 26 K.
pneumoniae isoladas de um hospital
terciario na regido sul do Brasil,
mostrando que 53,8% (n=14) foram
classificadas como MDR.  Tais
resultados sugerem a dispersdo das
KP-MDR  em  vaérias
localidades do Brasil e do mundo.

A alta

linhagens

resisténcia aos
antimicrobianos desperta uma
preocupacdo para a terapéutica das
IRAS, devido a limitagho nos
tratamentos contra patdgenos resistentes,
somadas ao lento desenvolvimento de

novos antibiéticos. A resisténcia aos

Revista Brasileira de Biomedicina— RBB v.1, n.1, jun/dez. 2021. 168



CARACTERIZAGAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS EM KLEBSIELLA
PNEUMONIAE ISOLADAS DE PACIENTES INTERNADOS EM UM HOSPITAL TERCIARIO DE RIBEIRAO PRETO:

UM ESTUDO RETROSPECTIVO.
antimicrobianos  comecou a  ser
desenvolvida desde os primeiros usosdos
antibioticos, devido a exposicdo das
bactérias aos mesmos. Nos ultimos
tempos tem sido crescente a preocupacéo
com o uso racional dos antimicrobianos.
Estudos apontam que a efetividades dos
mesmos pode ser muito reduzida nos
(ALMEIDA;
MIRANDA, 2020). Por isso, estudos

retrospectivos e

proximos 20  anos

monitoramento
epidemioldgico constante de bactérias
MDR, sdo essenciais para acompanhar a
evolucdo da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos.

Portanto, identificar, caracterizar
e conhecer a epidemiologia de bactérias
MDR, principalmente no ambiente
hospitalar, ¢ uma importante estratégia
para 0 controle da disseminacdo da
resisténcia aos antimicrobianos,

especialmente em K. pneumoniae.
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Legendas

Figura 1 Discos de antimicrobianos:
acido nalidixico (NAL), amicacina
(AMI), ampilcilinat+sulbactam (APS),
amoxicilina+clavulanato (AMC),
aztreonam (ATM), cefaclor (CFC),
cefotaxima (CTX), cefazolina (CFZ),
cefepima (CPM), cefoxitina (CFO),
ceftarolina (CTL) ceftazidinma
(CAZ), ceftriaxona (CRO),
cefuroxima (CRX), ciprofloxacina
(CIP), cloranfenicol (CLO),
doripenem (DOR), doxiciclina (DOX),
ertapenem (ERT), estreptomicina
(EST), gentamicina (GEN), imipenem
(IMP), levofloxacina (LEV),
lomefloxacina (LMX), meropenem
(MPM), minociclina (MIN),
nitrofurantoina (NIT), norfloxacina
(NOR), ofloxacina (OFX),
piperacilina+tazobactam (PIT),
sulfametazol+trimetoprim (SUT),
sulfonamida (SUL), tetraciclina
(TET), tobramicina (TOB) e
trimetoprim (TRI).

Tabela 1 Class., classificacdo de
resisténcia. NC, ndo classificado.
MDR, multirresistente. Discos de
antimicrobianos: acido nalidixico
(NAL), amicacina (AMI),
ampilcilina+sulbactam (APS),
amoxicilina+clavulanato (AMC),
aztreonam (ATM), cefaclor (CFC),
cefotaxima (CTX), cefazolina (CFZ),
cefepima (CPM), cefoxitina (CFO),
ceftarolina (CTL) ceftazidinma
(CAZ), ceftriaxona (CRO),
cefuroxima (CRX), ciprofloxacina
(CIP), cloranfenicol (CLO),
doripenem (DOR), doxiciclina (DOX),
ertapenem (ERT), estreptomicina
(EST), gentamicina (GEN), imipenem
(IMP), levofloxacina (LEV),
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lomefloxacina (LMX), meropenem
(MPM), minociclina (MIN),
nitrofurantoina (NIT), norfloxacina
(NOR), ofloxacina (OFX),
piperacilina+tazobactam (PIT),
sulfametazol+trimetoprim (SUT),
sulfonamida (SUL), tetraciclina
(TET), tobramicina (TOB) e
trimetoprim (TRI).
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Figura 1 Perfil de ndo-susceptibilidade dos 96 isolados de K. pneumoniae estudados.
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Tabela 1 Classificagdo do perfil de resisténcia e teste de sensibilidade aos antimicrobianos dos 96
isolados de K. pneumoniae estudados.
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Isolado Class. CIP LEV LMX NOR OFX AMI EST GEN TOB DOR ERT IMP MPM CAZ CFC CFO CFZ CPM CRO CRX CTL CTX ATM AMC APS PIT DOX MIN TET NIT SUL SUT TRI CLO NAL
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