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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 9

KLEBSIELLA PNEUMONIAE: ANOVA AMEACA

Luana Marcela Andrade de Santana
Universidade Tiradentes, Biomedicina, Aracaju -
SE

Nathalia Santos Silva
Universidade Tiradentes, Biomedicina, Aracaju -
SE

Karla Barbara Calu Barreto
Universidade Tiradentes, Biomedicina, Aracaju -
SE

Dayane dos Santos
Universidade Tiradentes, Biomedicina, Aracaju -
SE

Daniel Guimaraes Ribeiro
Universidade Tiradentes, Biomedicina, Aracaju -
SE

Isana Carla Leal Souza
Universidade Tiradentes, Biomedicina, Aracaju -
SE

RESUMO: As bactérias sao seres que existem
muito antes dos seres humanos, umas
benéficas, outras nem tanto. Sao dotadas de
mecanismo natural que garantem sua evolucéao
e sobrevivéncia, o problema é quando elas
infectam os seres humanos, levando-o ao
adoecimento, mas para isso Alexandre Fleming
desenvolveu a penicilina, o primeiro antibibtico,
que revolucionou a medicina. Contudo a
felicidade durou pouco e ja naquela época a

resisténcia das drogas teve inicio. Hoje nos
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hospitais sdo travadas verdadeiras batalhas
contra esses genes super-resistentes, aqui no
Brasil, a Klebsiellacom capacidade de inativar os
carbapenemicos, uma classe de ultima geragcao
de antimicrobianos, trouxe preocupacéo e fez o
pais repensar no assunto.
PALAVRAS-CHAVE:

Antibioticos, Infeccéo.

Carbapenémicos,

11 INTRODUCAO

Um dos assuntos mais debatidos e
preocupantes dentro da area de saude
sao as “superbactérias”. Uma em especial
estd preocupada todos os profissionais de
saude no Brasil, a Klebsiella pneumoniae. E
uma bactéria da familia Enterobacteriaceae
que € constituida por um grupo grande e
heterogéneo de bactérias gram-negativas
(essa designacao, que empresta o nome de
um cientista dinamarqués do século 19, indica
superficialmente a reacdo a uma técnica de
coloracdo que ilumina a membrana celular),
mais famosa do momento, devido ao seu grau
de resisténcia aos carbapenemas. A primeira
deteccdo do KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) nao provocou esse tipo
de alvorogo, ele chegou discretamente em
1996, em uma entre centenas de amostras
bacterianas colhidas em hospitais de 18
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estados americanos. O projeto que as solicitou, chamado Icare (Project Int Intensive
Care Antimicrobial Resistance Epidemiology), realizado com através da unido dos
Centros de Controle e Prevencéo de Doencgas (CDC, na sigla em inglés) e da vizinha
Emory University, ambos sediados em Atlanta, na Georgia.

2 | REVISAO LITERARIA

A importancia clinica deste patdbgeno no ambiente hospitalar foi demonstrada
pela ocorréncia de surtos causados, sobretudo por K. pneumoniae produtora de
ESBL que ocorreram inicialmente na Europa, nos EUA, na Asia e na América do Sul.
Os surtos causados por este microrganismo produtor de ESBL geralmente decorrem
de transferéncias de pacientes entre unidades de internacéo e/ou entre hospitais
ou podem estar associados ao uso abusivo de B-lactamicos que poderédo exercer
pressao seletiva favorecendo o crescimento de cepas produtoras de ESBL (Heritage
et al, 1999; Paterson et al, 2003).

Essa resisténcia é conferida pela acdao de um tipo de enzima carbapenemase,
nomeada de KPC capaz de provocar a hidrélise de grande variedade de 3-lactamicos,
incluindo penicilinas, cefalosporinas, monobactans e carbapenémicos, a muta¢éo da
sequéncia genética do gene original que induz a producéo de enzimas KPC fez surgir
diversas variantes identificadas em diferentes espécies de bactérias e localidades.
A enzima ja foi identificada em Citrobacter freudii e Klebsiella oxytoca Enterobacter
spp, Salmonella spp e Escherichia coli, além de notificacdes em Israel, China, Grécia
e Franca.

As carbapenemases pertencem as classes moleculares de Ambler, denominadas
A, B e D. As do grupo Aincluem membros designados SME, IMI, NMC, GES e a familia
das KPCs. Destes, as KPCs sédo as mais prevalentes encontradas em plasmideos de
Klebsiella pneumoniae. A enzima KPC ja foi documentada em diferentes bactérias
por meio de estudos moleculares e diferenciada em KPC-1 a 4(10), com a seguinte
descricao: KPC-1 em isolados de Klebsiella pneumoniae; KPC-2 em K. pneumoniae,
K. oxytoca, Salmonella enterica e em Enterobacter sp.; KPC-3 em K. pneumoniae
e Enterobacter cloacae. Para KPC-4, ndo foram encontrados microrganismos
relacionados. (DIENSTMANN et al;. 2010).

31 RESULTADO E DISCUSSOES

Com base nos artigos percebe-se que esse gene se espalhou por quase todo o
mundo, no Brasil em 2005 foram documentadas 0s primeiros casos com ocorréncia
em diversos locais como: Recife, Rio de Janeiro Sdo Paulo e Distrito Federal ( sitio
com o maior numero de casos de pacientes infectados e de ébitos no pais).
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Mecanismo de acao dos carbapenemicos:

As enzimas carbapenemases estdo localizadas em plasmideos transferiveis
(estrutura genética movel) das Klebsiellas. Elas conferem resisténcia mediada
pela acdo das enzimas acelerando reagdes e com poder catalitico. O mecanismo
catalitico, também conhecido como complexo de Michaelis (ou enzima substrato ES)
ocorre em duas etapas: A primeira etapa corresponde a uma ligagao nao covalente,
particularmente estavel, entre o catalisador (carbapenemase) e o0 substrato
(carbapenémico). A inativacdo do antibi6tico ocorre na segunda etapa por meio da
hidroxilacdo irreversivel da ligacdo amida do anel B-lactamico. A hidrélise faz com
que a enzima seja liberada ainda ativa, 6 podendo realizar novamente a reagao com
outras moléculas do antibibtico. Bactérias como a Klebsiella sao promiscuas: elas
intercombinem facilmente filamentos de DNA, de modo que um gene de resisténcia
que surge nelas pode migrar rapidamente para a E. coli, Acinetobacter, por exemplo,
e outras espécies gram-negativas. A bactéria ainda nao possui resisténcia para
os antibidticos: colistina, tigeciclina e poliximina B, porém seus efeitos adversos e
seus niveis de toxicidade sao bastante elevados, diminuindo assim a margem de
segurancga para o paciente, mas segundo os pesquisadores é s6 uma questéo de
tempo para que ela fique imune a tais farmacos, nao restando assim, outras opcoes
de tratamento, o0 que € extremamente preocupante.

41 CONCLUSAO

O cenario traz uma preocupacao global, a era dos antibidticos parece realmente
ter chegado, apesar de nédo ser uma preocupagao recente, 0 modo como esses
genes tém-se desenvolvidos € assustador e a industria farmacéutica nao trabalha na
mesma propor¢cao no desenvolvimento de novas drogas, devido a dificuldade de se
criar um farmaco novo e a altura dessas verdadeiras “superbactérias”.
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Escherichia colifoi o Unico microrganismo que apresentou resisténcia as penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geracdo e o monobactamico
aztreonam (Tabela 4).

Antibiéticos Escherichia coli

uy)

Ampicilina (AMP)
Ampicilina+Sulbactam (ASB)
Piperacilina+Tazobactam (PPT)
Cefuroxima (CRX)

Cefuroxima axetil (CRXXx)
Ceftazidima (CAZ)

Cefoxitina (CFO)

Ceftriaxona (CRO)

Cefepime (CPM)

Ertapenem (ERT)

Imipenem (IPM)

Meropenem (MER)

Amicacina (AM)

Gentamicina (GEN)
Ciprofloxacina (CIP)

Tigeciclina (TIG)

Colistina (COL)

Cefalotina (CFL)

Aztreonam (ATM)
Amoxacilina+Acido Clavulanico (AMC)
Sulfametoxazol+Trimetroprim (SUT)
Nitrofurantoina (NIT)
Norfloxacin (NOR)

w »nw -1V DT OLOLITITOHOOE®KOIIOO-— T JT VD

uy)

Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos do isolado de Escherichia coli.

*S=Sensivel; R=Resistente; I=Intermediario.

O sistema automatizado VITEK 2 foi utilizado para a triagem das 176 amostras,
onde foram observados resultados sugestivos para a producdo de ESBL em 7,95%
dos isolados (14/176). Na tabela 5, esta relacionada a distribuicdo das espécies
isoladas sugestivas de producédo de ESBL. Foi observado que dentre os 4 isolados
0 género Enterobacter spp (42,85%) foi o microrganismo mais isolado seguido de
Klebsiella spp (28,57%). Ja os isolados de Shigella flexneri e Escherichia coli foram
0s menos detectados com 14,28% de frequéncia cada uma.
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Enterobactérias com fenétipo

positivo para producao de ESBL N (%)
Enterobacter spp 6 42,85%
Klebsiella spp. 4 28,57%
Escherichia coli 2 14,28%
Shigella flexneri 2 14,28%
TOTAL 14 100%

Tabela 5: Distribuicéo das enterobactérias sugestivas de produgéo de ESBL.

O grafico 2 demonstra os resultados obtidos do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos realizado nas 14 amostras positivas na triagem para a producao
de ESBL, observou-se que 100% das amostras analisadas foram resistentes a
ampicilina e as cefalosporinas de 12 e 2% geracao (cefalotina, cefuroxima e cefuroxima
axetil), 85% dos isolados demonstraram resisténcia a cefalosporina de 3% geracao
(ceftriaxona). Quanto a cefalosporina de 42 geracéo (cefepima) o perfil de resisténcia
foi de 9%.

TS 23
NF 23
28

NA 42
AM =i 28
ER ==4
CF 85
CX 90
Pl g
AP el 100
0 20 40 60 80 100

100
100

M Resisténcia (%)

Grafico 2- Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos entre amostras pertencentes a familia
Enterobacteriaceae utilizando o VITEK 2.

*AP=Ampicilina; XL=Amoxilicina/Acido clavulanico; Pl=Piperacilina; CE=Cefalotina; CX= Cefuroxima; )
CF=Ceftriaxona; CP=Cefepima; ER=Ertapenem; ME=Meropenem; AM= Amicacina; GN=Gentamicina; NA= Acido
Naldixico; Cl=Ciprofloxacino; NF= Norfloxacino; NI= Nitrofurantonoina; TS= Trimetroprim/Sulfametoxazol.

3.5 Deteccao genotipica de ESBL

A deteccdo dos genes de resisténcia aos B-lactdmicos foi realizada através
da técnica de PCR nas 14 amostras (Enterobacter spp (n=6), Klebsiella spp. (n=4),
Shigella flexneri (n=2) e Escherichia coli (n=2)) que obtiveram um perfil de resisténcia
apoOs triagem fenotipica para deteccao de ESBL. Foram pesquisados os genes
bla®™M bla™ e blas"V. O gene codificador de ESBL do tipo bla®™M foi detectado
em 13 isolados de Enterobacter spp (5), Klebsiella spp (4), Shigella flexneri (2) e
Escherichia coli (2). Ja o gene codificador de ESBL do tipo bla™M foi detectado em
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isolados de Enterobacter spp (n=2) e Klebsiella spp. (n=1).

O gene bla°™Mfoi 0 mais encontrado, sendo detectado em 92% (13/14) das
amostras analisadas, seguido por bla™ com 21% do total (3/14). Os genes bla®™M
e bla™M foi encontrado em 14% (2/14) dos isolados estudados, respectivamente. O
gene bla®"V nao foi amplificado em nenhuma das amostras.

GENES CODIFICADORES DE
B-LACTAMASES
Espécie/Género
blac™M bla™™ blasH
n (%) n (%) n (%)
Enterobacter spp (n=6) 5 (83%) 2 (50%) -
Klebsiella spp. (n=4) 4 (100%) 1 (1%) -
Shigella flexneri (n=2) 2 (100%) - -
Escherichia coli (n=2) 2 (100%) - -
TOTAL 13 (92%) 3 (19%) -

Tabela 5: Distribuicdo dos genes codificadores de B-lactamases de acordo com a espécie/
género.

Sinal convencional utilizado: - Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.

4 | DISCUSSAO

O género masculino foi mais infectado pelas enterobactérias com 57,95% e
42,05% para o sexo feminino, resultados similares ao encontrado no estudo de
Rugini et al., 2015, que estudaram a ocorréncia de ESBL em enterobactérias em um
hospital no Rio Grande do Sul e obtiveram uma porcentagem de 65,5% para o sexo
masculino e 37,5% para o sexo feminino.

A faixa etaria em que houve o maior isolamento das enterobactérias produtoras
de ESBL, foi acima de 19 anos (67,04%) discordante do estudo realizado por Rugini
et al., 2015, no qual a idade média dos pacientes foi acima de 61 anos.

A frequéncia de isolados produtores de ESBL entre as enterobactérias
provenientes de pacientes ambulatoriais neste estudo foi de 7,95%, uma porcentagem
menor que o observado por Nogueira et al., 2015 que estudaram a prevaléncia de
ESBL entre enterobactérias em um hospital de grande porte do Parana, e obteve uma
prevaléncia de 21,3% e Seki et al., 2013 em um estudo com amostras pertencentes a
familia Enterobacteriaceae de isolados de hemoculturas coletadas de hospitais do Rio
de Janeiro que obteve uma porcentagem de 40,2%.

Estudos com bactérias multirresistentes de origem hospitalar, sdo comuns
atualmente, principalmente por ser um ambiente onde a pressao seletiva é grande
devido ao uso constante de antimicrobianos. Porém, a pesquisa de bactérias
resistentes na comunidade é importante para demonstrar a disseminacéo de tais
bactérias fora do ambiente hospitalar. O que traz a discussao os diversos fatores que
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preocupante, pois na clinica a producédo de ESBL limita a eficacia de antibiéticos
B-lactdmicos e até outras classes de antimicrobianos.
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