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APRESENTAÇÃO

A Obra “A pesquisa em ciências biológicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 
3”,  traz ao leitor vinte artigos de relevada importância na área de ciências biológicas. O 
Foco principal desta obra é a discursão e divulgação cientifica de pesquisas nacionais, 
englobando as diferentes áreas de atuação da biologia.

É indubitavelmente evidente o avanço científico nesta área, o que aumenta a 
importância e a necessidade de atualização e consolidação de conceitos, técnicas, 
procedimentos e temas. 

As pesquisas estão divulgadas na forma de artigos originais e de revisões nos 
diferentes campos dentro das Ciências Biológicas suas subdivisões ou conexões. Portanto, 
englobando a: Genética, Biologia molecular, Microbiologia, Parasitologia, Virologia, 
Patologia e Ecologia.  Produzindo assim uma obra transversal que vai do atendimento ao 
paciente a pesquisa básica. 

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e 
estudantes pertencentes às Ciências Biológicas e suas interfaces ou áreas afins. Entretanto, 
é uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela 
área. 

Cada capítulo foi elaborado com o propósito de transmitir a informação científica de 
maneira clara e efetiva, em português, linguagem acessível, concisa e didática, atraindo a 
atenção do leitor, independente se seu interesse é acadêmico ou profissional.

O livro “A pesquisa em ciências biológicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 3”, 
traz publicações atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura 
adequada, propicia e confiável para a divulgação científica de diversas áreas de pesquisa. 

Alana Maria Cerqueira de Oliveira 
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(PCR), a caracterização epidemiológica dos isolados foi realizada pela técnica de Multilocus 
Sequence Typing (MLST). Dos 65 isolados, 52% (n = 34) foram classificados como 
multirresistentes (MDR) e 51% (n = 33) apresentaram o fenótipo de hipermucoviscosidade. 
Os genes de virulência encontrados em 83,33% (n = 54) dos isolados foram entB, mrkD, fimH, 
ycfm, kpN e mrkA. As análises de MLST demonstraram a presença de 29 STs diferentes, dos 
quais ST4672, ST4673 e ST4674 foram descritos pela primeira vez neste estudo. A maioria 
dos STs (26) encontrados pertence ao grupo clonal 258 (CG258) que é associado a bactérias 
multirresistentes.
PALAVRAS-CHAVE: K. pneumoniae, patogenicidade, multirresistência antimicrobianos, 
epidemiologia molecular.

PATHOGENIC POTENTIAL AND MOLECULAR TYPING OF Klebsiella 
pneumoniae STRAINS PRODUCING Β-LACTAMASES ISOLATED IN SEVERAL 

COUNTRIES
ABSTRACT: Klebsiella pneumoniae is responsible for a large part of hospital infections, 
being one of the main public health problems worldwide. This study investigated the 
pathogenicity of 65 β-lactamase-producing K. pneumoniae isolated from clinical cases and 
nosocomial infections on five continents. Different phenotypic and molecular techniques 
were used to investigate antimicrobial susceptibility, virulence factors and perform molecular 
typing, investigating the worldwide prevalence and spread of epidemic clones with these 
characteristics. The antimicrobial susceptibility was performed by the disk-diffusion method, 
the hypermucoviscosity phenotype was investigated by string test. The detection of 
virulence genes was performed by Polymerase Chain Reaction (PCR), the epidemiological 
characterization of the isolates was performed by the Multilocus Sequence Typing (MLST). 
Among the 65 isolates, 52% (n = 34) were classified as multiresistant (MDR) and 51% (n = 
33) presented the hypermucoviscosity phenotype. The virulence genes found in 83.33% (n = 
54) of the isolates were entB, mrkD, fimH, ycfm, kpN and mrkA. MLST analyzes demonstrated 
the presence of 29 different STs, of which ST4672, ST4673 and ST4674 were described for 
the first time in this study. Most STs (26) found belong to clonal group 258 (CG258) which is 
associated with multi-resistant bacteria.
KEYWORDS: K. pneumoniae, virulence, antimicrobials, multidrug resistance, molecular 
epidemiology.

1 |  INTRODUÇÃO
Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa pertencente à família 

Enterobacteriaceae, anaeróbia facultativa, com formato de bacilo que está entre os mais 
importantes patógenos causadores de infecções dentro e fora do ambiente hospitalar, 
especialmente, entre indivíduos imunocomprometidos. K. pneumoniae é um dos patógenos 
infecciosos mais preocupantes e disseminados em hospitais. Os problemas clínicos 
causados por K. pneumoniae podem levar a graves complicações, incluindo infecções do 
trato urinário, pneumonia, septicemia e morte (HUANG et al., 2009; WANG et al., 2020). 

O perfil de patogenicidade de K. pneumoniae deve-se a vários fatores de virulência 
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que permitem superar a resposta imunológica do hospedeiro e causar infecções. 
Dentre esses vários fatores, destacam-se: presença de cápsula, hipermucoviscosidade, 
lipopolissacarídeos, adesinas, sistemas de aquisição de ferro (sideróforos) e formação de 
biofilmes (YU et al., 2007). Além disso, embora K. pneumoniae seja geralmente descrito 
como microrganismo não hemolítico, a detecção e determinação do efeito hemolítico de 
certos isolados têm sido relatados (ALBESA et al., 1985, SEKOWSKA et al., 2006). 

A cápsula está entre os fatores de virulência mais importantes para a patogenicidade 
de K. pneumoniae e existem pelo menos 78 sorotipos de polissacarídeo capsular 
caracterizados para a espécie. Porém, os sorotipos K1 e K2 estão particularmente 
associados a cepas mais virulentas (PAN et al., 2008). Algumas cepas K. pneumoniae 
produzem uma hipercápsula que é um exopolissacarídeo mucoviscoso que reveste a 
bactéria mais robustamente do que a cápsula comum e são chamadas de K. pneumoniae 
hipermucoides (hmKp) (LIU et al., 2017).  Existem cepas hmKp que abrigam vários genes de 
virulência e são denominadas hipervirulentas (hvKP) e estas cepas têm sido cada vez mais 
reportadas e têm despertado preocupação, pois podem causar infecções sérias adquiridas 
inclusive em indivíduos da comunidade. As hvKP possuem potencial para infecções em 
indivíduos saudáveis, progredindo para abscessos hepáticos, endoftalmites, meningites e 
bacteremia, estando associadas a altas taxas de mortalidade (TURTON et al., 2008, SHON 
et al., 2013, CAMPOS et al., 2016; DU et al., 2021). 

O surgimento de múltiplas resistências a antibióticos associadas aos inúmeros 
fatores de virulência de K. pneumoniae é um problema global e sua identificação precoce é 
primordial, principalmente, para o controle de infecções hospitalares (ELLEM et al., 2011). 
Os beta-lactâmicos compreendem a classe de antibióticos mais utilizados no combate a 
infecções bacterianas, devido à sua elevada eficácia e baixa toxicidade para o homem. 
Pertencem à classe dos beta-lactâmicos, as penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e 
carbapenêmicos (MURRAY et al., 2013). Desse modo, as bactérias produtoras de enzimas 
β-lactamases, que têm a capacidade de hidrolisar o anel beta-lactâmico, são muito 
preocupantes do ponto de vista clínico. 

O objetivo do estudo foi investigar o potencial patogênico e caracterizar os clones 
de 65 K. pneumoniae produtoras de β-lactamases provenientes de países dos cinco 
continentes, incluindo o Brasil e Canadá (Américas); Holanda (Europa); África do Sul 
(África), Índia (Ásia) e Nova Zelândia (Oceania).

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Coleção bacteriana
Neste estudo foram analisadas 65 K. pneumoniae isoladas de casos clínicos 

e infecções hospitalares, de países dos cinco continentes incluindo Brasil e Canadá 
(América); Holanda (Europa); África do Sul (África), Índia (Ásia) e Nova Zelândia (Oceania). 
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As espécies isoladas fora do Brasil, foram previamente estudadas quanto à resistência aos 
antimicrobianos e apresentam as mais diversas β-lactamases incluindo carbapenemases 
e metalo-β-lactamases, dentre elas: NDM (New Delhi metallo-β-lactamase), KPC (K. 
pneumoniae carbapenemase), VIM (Verona integron-encoded metallo-β-lactamase), GIM 
(German imipenemase) e OXA-48 (Oxacillinases) (PEIRANO et al ., 2011; PEIRANO 
et al., 2012a; PEIRANO et al., 2012b; DAUTZENBERG et al., 2014; FREEMAN et 
al., 2014).

Todos os isolados foram identificados, inicialmente pelo sistema automatizado de 
identificação Vitek 2 (Biomérieux) e, confirmadas pelo método de Matrix-assisted laser 
desorption/ionization - Time of Flight (MALDI-TOF MS) usando o equipamento MALDI-
TOF VITEK MS (bio Mérieux, Inc., Durham, NC), de acordo com as recomendações do 
fabricante.

2.2 Teste de susceptibilidade aos Antimicrobianos 
Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados por disco-difusão 

em Ágar Mueller-Hinton (Oxoid) de acordo com as recomendações do Clinical Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 2018). Foram testados 36 diferentes antibióticos diferentes, 
distribuídos em 11 classes de antimicrobianos (Figura 1).

Com base nos resultados de susceptibilidade aos antimicrobianos, os isolados foram 
classificados como susceptíveis (S) ou multirresistentes (MDR), de acordo com Magiorakos 
et al. (2012).

2.3 Fenótipo de hipermucoviscosidade 
O fenótipo de hipermucoviscosidade (Hm) foi investigado pelo teste string conforme 

descrito por Wiskur et al. (2008). Os isolados foram inoculados em placas de Ágar Muller-
Hinton (MH) e incubadas por 18 h à 37 °C. Posteriormente, com auxílio de uma alça 
bacteriológica, uma colônia isolada de cada cepa foi tocada e levantada verticalmente 
para checagem do fenótipo Hm. O fenótipo Hm foi considerado positivo quando houve a 
formação de um filamento de muco igual ou maior que 5 mm (WISKUR et al., 2008).

2.4 Detecção de genes de virulência
Foram investigados 24 genes de virulência por PCR 24 diferentes, sendo eles: 

allS, magA, kfu, rmpA, entB, iutA, mrkD, k2A, ybtS, fimH, ycfm, ecpA, kpN, irp-1, irp-2, 
aerobactin2, fimA, fyuA, cnf-1, iroN, traT, hly-A, mrkA e também o antígeno capsular wzi.

Os primers e protocolos utilizados nas reações de PCR seguiram as referências 
descritas pelos respectivos autores Alcántar-Curiel et al. (2013), Ma et al. (2005), Yu et al. 
(2008), Fertas-Aissani et al. (2012), Sahly et al. (2008), Mamlouk et al. (2006) e Schubert 
et al. (2000). 

Um amplicon de cada gene detectado foi aleatoriamente selecionado e sequenciado 



 
A pesquisa em ciências biológicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capítulo 11 131

utilizando o sequenciador ABI 3500XLGeneticAnalyser (Applied Biosystems), para 
confirmação da identidade.

As sequências obtidas foram submetidas à consulta de similaridade de nucleotídeos 
por meio do programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para comparação com 
sequências homólogas depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 

2.5 Tipagem capsular
O gene wzi foi amplificado e sequenciado para todos os isolados, utilizando 

primers descritos por Brisse et al. (2013) e analisados pelo esquema estabelecido no 
Instituto Pasteur K. pneumoniae BIGSdb database (http://bigsdb.pasteur.fr/). Com base no 
sequenciamento, para cada cepa foi atribuída a um locus de síntese capsular (K-loci; KL), 
quando disponível no banco de dados. (K-loci; KL). Sorotipos K2 foram confirmados por 
PCR e sequenciamento (YU et al., 2007).

2.6 Multilocus Sequence Typing (MLST)
Todos os isolados deste estudo foram caracterizados por MLST utilizando o protocolo 

2 do banco de dados de MLST para K. pneumoniae (https://bigsdb.pasteur.fr/) para 
determinação dos Tipos de Sequência (do inglês Sequence types - STs). A determinação 
das relações clonais e epidemiológicas, bem como a formação de Grupos Clonais (GCs), 
foi realizada com o auxílio do programa goeBURSTv3 (FEIL et al., 2004), disponível online 
(http://eburst.mlst.net/).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Esse estudo analisou 65 K. pneumoniae isoladas de casos clínicos e de pacientes 

internados em hospitais de diferentes países, provenientes de fontes distintas, incluindo 
sangue, urina, escarro (Tabela 1). Alguns isolados foram previamente estudados com relação 
aos genes de resistência (PEIRANO et al., 2011; PEIRANO et al., 2012; PEIRANO et al., 
2012; DAUTZENBERG et al., 2014; FREEMAN et al., 2014), sendo o objetivo principal deste 
estudo, caracterizar o potencial patogênico destes isolados e avaliar suas relações clonais. 
No teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, foi observado uma elevada quantidade 
de isolados MDR, sendo 46,15% (n=30). Os isolados foram classificados como não-
susceptíveis (resistência e resistência intermediária) a 83% (n=54) dos antibióticos testados, 
apresentando os maiores índices para a classe dos inibidores da via de folato: sulfonamida 
(100%, n=64), sulfametazol+trimetoprim (95%, n=61) e trimetoprim (89%, n=57), seguidos 
das cefalosporinas: cefaclor 79% (n=51), cefalotina (79%, n=51) e cefazolina (78%, n=50) 
e, por fim, a nitrofurantoína com não-susceptitibilidade a 92% (n=59) dos isolados. Todos os 
isolados foram susceptíveis ao doripenem (Figura 1). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
http://bigsdb.pasteur.fr/
https://bigsdb.pasteur.fr/
http://eburst.mlst.net/
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Figura 1 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos (%) dos 65 isolados K. pneumoniae estudados.

Gráfico de teste de antibiograma mostrando frequência de não-susceptibilidade encontrada nos 65 
isolados de K. pneumoniae estudados.  Antimicrobianos testados: ciprofloxacina (CIP), levofloxacina 
(LEV), lemofloxacina  (LMX), norfloxacina (NOR), ofloxacina (OFX), amicacina (AMI), estreptomicina 

(EST), gentamicina (GEN), tobramicina (TOB), ertapenem (ERT),  imipenem (IMP), meropenem 
(MPM), ceftazidima (CAZ), cefaclor (CFC), cefalotina (CFL), cefixima (CFM), cefoxitina (CFO), 

cefazolina (CFZ), cefepima (CPM), ceftriaxona (CRO), cefuroxima (CRX), ceftarolina (CTL), aztreonam 
(ATM),  amoxicilina+clavulanato (AMC), ampilcilina+sulbactam (APS), piperacilina+tazobactam (PIT), 
ticarcilina+clavulanato (TAC), doxiciclina (DOX), minociclina (MIN), tetraciclina (TET), nitrofurantoína 

(NIT), sulfonamida (SUL), sulfametazol+trimetoprim (SUT), trimetoprim (TRI), cloranfenicol (CLO), ácido 
nalidíxico (NAL).

Sotgiu et al. (2018) apontam que infecções por K. pneumoniae MDR (KP-MDR) são 
responsáveis pelo aumento em 50% de riscos de mortalidade por bacteremias, choque séptico 
e uso inadequado de antibioticoterapias. Além disso, a identificação de pacientes infectados 
com KP-MDR ainda é um desafio para a clínica, uma vez que muitos desses pacientes são 
pré-colonizados com cepas MDR (GORRIE et al., 2017). Em um estudo realizado no Brasil 
por Azevedo et al. (2019), foram analisados 48 isolados de K. pneumoniae provenientes de 
exames de urina de pacientes não hospitalizados, foi constatado que 60,4% dos isolados 
eram MDR, indicando a dispersão de cepas KP-MDR na comunidade.

Aproximadamente a metade dos isolados (50,76%, n=33) apresentaram o fenotípico 
de hipermucoviscosidade. Em um estudo realizado por Cortés et al. (2002) em modelos 
murinos, foi demonstrado que os animais infectados por cepas de K. pneumoniae não 
capsuladas não desenvolveram pneumonia ou bacteremia, enquanto os infectados com 
cepas modificadas para superexpressar a cápsula, desenvolveram pneumonia e bacteremia. 
A expressão da cápsula pode ser aumentada em resposta aos estímulos externos como, por 
exemplo, por concentrações aumentadas de glicose. Por outro lado, altas concentrações 
de ferro extracelular resultam na regulação negativa da produção de cápsulas (PACZOSA e 
MECSAS, 2016). 
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A síntese da cápsula em K. pneumoniae está relacionada a um conjunto de genes, 
incluindo o gene wzi. As diferentes variantes de polissacarídeos compõem as capsulas são 
chamadas de antígenos. Atualmente, o sequenciamento dos genes wzi se tornou a principal 
metodologia para realizar a tipagem capsular de K. pneumoniae e mais de 130 variantes 
já foram identificadas (CHOBY et al., 2019; WYRES et al., 2016). Neste estudo, foram 
identificados 21 alelos wzi, sendo os alelos wzi-651, wzi-652, wzi-653 e wzi-654 descritos 
pela primeira vez neste estudo (Tabela 1). Além disso, oito alelos foram associados a K 
sorotipos: wzi-84-K28, wzi-50- K15/K17/K50/K51/K52, wzi-105-K47, wzi-24-K24, wzi-64-K14/
K64, wzi-2/K2, wzi-39-K39, wzi-27/K27. Segundo Catalan-Najera et al. (2017), o sorotipo 
K2 está dentre os oito K-tipos considerados mais patogênicos e têm sido mais comumente 
identificados nas Américas e na Europa, esse sorotipo foi encontrado na cepa KBr1 (wzi-K2/
KL2KL30) (Tabela 1). 

Os genes de virulência detectados nos 65 isolados de K. pneumoniae foram  fimH 
(98,46%, n=64), mrkA (89,06%, n=57), mrkD (88,88% , n=33), kpN (87,50%, n=56), entB 
(83,33%, n=30), ycfm (72,3%, n=47), fimA (32,81%, n=21), irp-1 (21,87%, n=14), fyuA 
(20,31%, n=13), ecpA (20,31%, n=13), kfu (15,38%,  n=10), ybtS (12,3%, n=17), irp-2 (1,53%, 
n=1), aerobactin  2- iroN (1,53%, n=1), K2 (1,53%, n=1) e hylA (1,53%, n=1). Somente 
sete genes de virulência não foram detectados nos isolados estudados, sendo eles: allS, 
magA, rmpA, iutA, cnf-1, iroN e traT.  Tais resultados indicam um alto potencial patogênico 
entre os isolados.  No entanto, nenhuma cepa foi classificada como hipervirulenta, pois 
não apresentaram os principais marcadores moleculares característicos destas cepas que 
incluem iroB, iucA, peg-344, rmpA, and rmpA2 e irp-2, encontrados nos plasmídeos pLVPK 
(RUSSO et al., 2018; RUSSO e MARR, 2019). 

A tipagem molecular por MLST demonstrou que foram encontrados 29 STs distintos 
nos isolados estudados, sendo três deles descritos pela primeira vez nesse estudo: ST4674 
(isolado Kpw 10), ST4673 (Kpw 12) e ST4672 (K2) (Tabela 1). Com a tipagem por MLST, foi 
possível identificar que o isolado Kpw10 que apresentou o novo ST4674, pertence a outra 
espécie do gênero Klebsiella, a K. quasipneumoniae. Dentre os STs já descritos, os que 
apresentaram maior frequência entre os isolados analisados foram ST48, ST1087, ST573, 
ST20, ST17, ST147, ST11, ST395 e ST327 pertencente ao grupo clonal 258 (CG258) (Figura 
2).
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Figura 2 – Grupos clonais (GC) determinados por goEburst e respectivos sequence types (STs) 
encontrados entre os isolados de K. pneumoniae do estudo.

Fonte: autores.

O ST11 e o ST48, pertencentes ao GC258, estão se disseminando com facilidade 
em diversas partes do mundo e são associados à K pneumoniae produtoras de KPC 
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase). Ambos os STs 11 e 48 pertencem ao GC258, que 
é reconhecido por possuir clones classificados de alto risco de disseminação, uma vez que 
produtores de carbapenemases. Clones pertencentes ao GC258 tiveram os primeiros relatos 
nos anos 2000 e, desde então, houve uma rápida dispersão por diversas partes do mundo 
(PITOUT et al.,2015). 

Dos 65 isolados caracterizados no atual estudo, 43 (33,84%) são produtoras de 
β-lactamases, apresentaram alto potencial patogênico a maioria pertencente ao GC258. 
Gu et al. (2019) descreveram KpHv produtoras de carbapenemases pertencentes ao ST11 
dispersadas em ala hospitalar, apontando o iminente ameaça à saúde humana, uma vez 
que esses isolados são simultaneamente resistentes aos antimicrobianos e carregam muitos 
genes de virulência, com alto potencial de disseminação. 

4 |  CONCLUSÃO
Os resultados do estudo mostram alto potencial de patogênico nos isolados de K 

pneumoniae produtores de β-lactamases distribuídos nos cinco continentes do globo. Além 
do potencial patogênico, esses isolados são multirresistentes e pertencem, em sua grande 
maioria, ao GC258, um grupo clonal conhecido por possuir clones com alto potencial de 
disseminação e, por consequência, alto risco à saúde pública mundial. Portanto, uma rápida 
identificação de clones multirresistentes e potencialmente patogênicos de K. pneumoniae 
pela combinação de técnicas fenotípicas moleculares é de suma importância para o controle 
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da disseminação desses isolados em ambientes hospitalares e na comunidade.
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