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RESUMO

Klebsiella pneumoniae esta entre as principais bactérias envolvidas em Infec¢des
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAs) e colonizando pacientes acometidos pela
covid-19. Tratando-se de uma espécie que pode apresentar diversos fatores de
viruléncia e resisténcia envolvidos na gravidade dessas infecgdes adicionando um
curso grave que pode ser fatal. Concomitante a essa circunstancia, durante a
pandemia da covid-19, o uso abusivo de antimicrobianos ficou ainda mais evidente,
particularmente entre pacientes internados expostos a dispositivos invasivos. Desse
modo, o presente estudo tem como objetivo determinar e comparar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos, os genes de resisténcia blakec € blanom € a formagao
de biofilme em isolados clinicos de K. pneumoniae coletados antes e durante a
pandemia da covid-19 em um hospital publico de Recife-PE. Foram analisados 45
isolados de K. pneumoniae provenientes de pacientes internados coletados nos anos
de 2019, 2021 e 2022, considerando os periodos pré-pandémico e pandémico da
covid-19. A identificagdo bioquimica e o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
foi realizada no hospital de estudo pelo sistema automatizado Phoenix-BD™ M50. A
identificacdo dos genes de resisténcia blakec e blanom foi realizada mediante a técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), e a avaliagdo da producao de biofilme
foi executada de acordo com a metodologia descrita por O'Tooler (2011). A analise do
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, observou-se que amicacina e colistina
foram os antimicrobianos mais eficazes, tanto antes (2019), como durante (2021 e
2022) a pandemia da covid-19. Os isolados de K. pneumoniae coletados durante a
pandemia (2021 e 2022) apresentaram maior resisténcia a amicacina quando
comparados com os isolados coletados no ano de 2019. Todos os 45 isolados de K.
pneumoniae apresentaram resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta geragao
e as quinolonas independente do periodo analisado. Todos os isolados analisados
foram classificados como produtores de biofilme, entretanto houve um aumento da
prevaléncia de isolados fortemente produtores de biofilme em 2021 (40%), ano de
maior numero de casos da covid-19. O gene blanom foi mais prevalente durante a
pandemia da covid-19 (73%) em 2021 e 2022, enquanto o gene blakpc apresentou
baixa ocorréncia nesse mesmo periodo (17%). Todos os isolados de K. pneumoniae
com o0s genes blakec e blanom simultaneamente presentes, foram classificados como
produtores moderados de biofilme. O aumento no perfil de resisténcia a amicacina e
a alta detecgdo do gene blanom associada ao aumento de isolados fortemente
produtores de biofilme nos isolados de K. pneumoniae coletados nos anos de 2021 e
2022, apontam para a evolugao continua da espécie e sugere a influéncia do periodo
pandémico no perfil de resisténcia e viruléncia bacteriana.

Palavras-chave: SARS-CoV-2. Enterobacteriaceae. Infeccao bacteriana. Viruléncia.
Resisténcia bacteriana.
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is among the main bacteria involved in Healthcare Related
Infections (IRAs) and colonizing patients affected by covid-19. Since it is a species that
can present several virulence and resistance factors involved in the severity of these
infections, adding a serious course that can be fatal. Concomitant to this circumstance,
during the covid-19 pandemic, the abusive use of antimicrobials became even more
evident, particularly among hospitalized patients exposed to invasive devices. Thus,
the present study aims to determine and compare the antimicrobial resistance profile,
blakec and blanom resistance genes and biofilm formation in clinical isolates of K.
pneumoniae collected before and during the covid-19 pandemic in a public hospital in
Recife-PE. Forty-five K. pneumoniae isolates from hospitalized patients collected in
the years 2019, 2021 and 2022 were analyzed, considering the pre-pandemic and
pandemic periods of covid-19. The biochemical identification and antimicrobial
susceptibility profile was performed at the study hospital using the Phoenix-BDTM M50
automated system. The identification of blakec and blanom resistance genes was
performed using the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, and the evaluation
of biofilm production was performed according to the methodology described by
O'Tooler (2011). The analysis of the susceptibility profile to antimicrobials, it was
observed that amikacin and colistin were the most effective antimicrobials, both before
(2019) and during (2021 and 2022) the covid-19 pandemic. K. pneumoniae isolates
collected during the pandemic (2021 and 2022) showed greater resistance to amikacin
when compared to isolates collected in 2019. All 45 K. pneumoniae isolates showed
resistance to third-and fourth-generation cephalosporins and quinolones regardless of
the period analyzed. All analyzed isolates were classified as biofilm producers,
however there was an increase in the prevalence of strongly biofilm producing isolates
in 2021 (40%), the year with the highest number of cases of covid-19. The blanom gene
was more prevalent during the covid-19 pandemic (73%) in 2021 and 2022, while the
blakec gene had a low occurrence in the same period (17%). All K. pneumoniae
isolates with the blakec and blanom genes simultaneously present were classified as
moderate biofilm producers. The increase in the amikacin resistance profile and the
high detection of the blanom gene associated with the increase in isolates that are
strongly biofilm-producing in the K. pneumoniae isolates collected in the years 2021
and 2022, point to the continued evolution of the species and show the influence of the
pandemic period on the profile of bacterial resistance and virulence.

Key words: SARS-CoV-2. Enterobacteriaceae. Bacterial infection. Virulence.

Bacterial resistance.
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1 INTRODUGAO

A covid-19 foi identificada em 2019, e rapidamente se espalhou pela China
continental, tornando-se uma ameacga mundial, levando a uma pandemia declarada
pela OMS em margo de 2020 (VELLANO et al., 2020). Sabe-se que infec¢des pela
covid-19 podem ainda estar associadas a outras infeccdes de forma concomitante,
como por exemplo, pneumonias bacterianas adquiridas na comunidade, ou ainda,
desenvolverem infecgbes secundarias em decorréncia de procedimentos invasivos
para o tratamento de pacientes acometidos nos casos graves (ALSHAIKH et al.,
2022).

No cenario pandémico, as infecgdes virais juntamente com as coinfecgdes e
infecgcbes secundarias apresentam um grande problema de saude global, contribuindo
para o agravamento da mortalidade dos pacientes (DUMITRU et al., 2021). O perfil de
resisténcia dos patdégenos mudou ao longo do tempo, isso é nitido ao passar das
pandemias gripais, onde a coinfecgéo viral-bacteriana demonstra efeitos cada vez
mais nocivos. (LIU et al., 2021). Diante disso, pacientes submetidos a procedimentos
invasivos estdo predispostos ao desenvolvimento de infecgdes secundarias e mais
vulneraveis a colonizagao por bactérias multirresistentes (COSTA et al.,2022).

Klebsiella pneumoniae multidroga-resistente (MDR), envolvida em Infecgbes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), é considerada uma ameaca urgente pela
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) desde 2013, devido ao numero de
ocorréncia de o6bitos, necessitando de ag¢des urgentes para o seu controle (CDC,
2013; OLIVEIRA et al., 2020). Durante a pandemia da covid-19, o uso indiscriminado
de antibidticos para o tratamento empirico de coinfecg¢des e infecgdes secundarias por
K. pneumoniae ficou ainda mais evidente contribuindo ainda mais para a selegcao de
isolados resistentes a varias classes de antimicrobianos (DOS SANTOS et al., 2023).
A doencga de coronavirus 2019 favoreceu o aumento da hospitalizacdo e o provavel
uso de farmacos de amplo espectro de forma generalizada entre pacientes,
aumentando o grau de resisténcia para as terapias antimicrobianas disponiveis
(CHEN et al., 2023).

A K. pneumoniae possui mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos
mediado pela producido de carbapenemases, que causam resisténcia aos
antimicrobianos ertapenem, imipenem e meropenem, utilizados no tratamento de

infeccbes por bactérias gram negativas. Dentre as carbapenemases, as de maior
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destaque epidemiologicamente sao a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
e Nova Delhi metalobetalactamases (NDM), por apresentarem uma disseminagao
mundial rapida e ampla logo apds seus primeiros relatos (RODRIGUEZ et al., 2023).
Isolados produtores de KPC e NDM vem sendo relatado nos ultimos anos em Recife-
PE, ndo s6 em K. pneumoniae, mas também em outras espécies de bactérias gram-
negativas, incluindo as nédo fermentadoras (SCAVUZZI et al., 2019; FIRMO et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2020; DE OLIVEIRA ALVES et al., 2022).

Além da resisténcia aos antimicrobianos, K. pneumoniae pode apresentar
alguns fatores de viruléncia, dentre eles a capacidade de formagao de biofilme, que é
considerado um importante mecanismo de defesa e sobrevivéncia para a espécie,
auxiliando na capacidade de evasao do sistema imune, além de se tornarem mais
resistentes a agdo de antimicrobianos (NIRWATI et al., 2019).

Portanto, considerando o aumento do uso indiscriminado de antimicrobianos
durante a pandemia da covid-19 para o tratamento empirico de coinfeccbes e
infecgdes secundarias em pacientes com covid-19; e que isolados clinicos de K.
pneumoniae podem apresentar a capacidade de formacao de biofilme, esse estudo
teve como objetivo determinar e comparar o perfil de resisténcia a antimicrobianos, a
presenca dos genes de resisténcia blakec € blanom € a producédo de biofilme de
isolados clinicos de K. pneumoniae coletados antes da pandemia de covid-19 (2019)
e durante a pandemia (2021 e 2022), provenientes de pacientes de um hospital publico
de Recife-PE.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Covip-19

A covid-19 foi identificada pela primeira vez em Wuhan, China, em dezembro
de 2019. A Comissao Municipal de Saude de Wuhan notificou varios casos de
pneumonia desconhecida atreladas ao mercado atacadista de Huanan (SHENG-
QUN; HONG-JUAN, 2020). Em um curto periodo, varias unidades de saude na China
notificaram o surto de pneumonia viral e rapidamente se tornou uma ameaca global.
Em margo de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou oficialmente a

pandemia de covid-19 como uma emergéncia de saude publica internacional, com
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mais de 100 mil casos distribuidos em 114 paises (CAVALCANTE et al., 2020; CRUZ
et al., 2020)

Nos 30 dias iniciais da disseminacdo da covid-19, foram registrados 11.821
casos e 259 o6bitos na China (CRUZ et al., 2020). Entre os primeiros pacientes
hospitalizados documentados, a maioria dos casos estavam epidemiologicamente
relacionados a um mercado de carnes exaéticas, localizado no centro de Wuhan, onde
também era comercializado frutos do mar e animais vivos, incluindo aves e animais
selvagens (SHENG-QUN; HONG-JUAN, 2020; SHIBO et al., 2020).

A covid-19 é causada pelo coronavirus 2, um beta-coronavirus de RNA
envelopado, responsavel pela sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2), que
pertence a familia Coronaviridae, ao género Betacoronavirus e ao subgénero
Sarbecovirus, sendo o SARS-CoV-2 o sétimo coronavirus humano descrito,
constituido por RNA de fita simples positiva e contém uma capsula lipoproteica
(KHALIL; KHALIL, 2020). Sua transmissdo entre humanos € principalmente por
aerossois virais que podem ser transmitidos a partir da inalagcdo ou contato com
goticulas infectadas, através da saliva, espirros, contato entre maos, e uso de objetos
pessoais seguido de contato com o muco nasal (XAVIER et al., 2020). Possui um
periodo de incubacgao que varia entre 2 a 14 dias (LIU et al., 2020; ROHIT et al., 2020).

A sintomatologia inicial da covid-19 mais relatada é a febre, desconforto
toracico, tosse, em casos mais graves pacientes apresentam dispnéia e infiltrado
pulmonar bilateral (NA ZHU et al., 2019). Contudo, suas manifesta¢des clinicas sao
altamente variaveis de individuo para individuo, podendo apresentar-se
assintomatica, ou sintomatica manifestando pneumonia grave e/ou manifestagdes
sistémicas, como sepse, faléncia de multiplos 6rgaos e choque séptico (CAO et al.,
2020). O sistema de invasado celular do SARS-CoV-2, é mediante ao receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (CE2), principalmente nos rins, pulmdes € no
coragao, acarretando na liberacdo acentuada de citocinas e um ambiente celular de
hiperinflamacgao, esse cenario celular € responsavel por causar danos a multiplos
orgaos (SHI et al., 2020).

Até o presente momento ja foram registrados mais de seiscentos milhdes de
casos e seis milhdes de 6bitos em todo o mundo, de acordo com o website do Sistema
de Informacéo da Universidade Johns Hopkins (2023). O Brasil esta entre os paises
mais afetados pela pandemia de covid-19. A primeira onda da pandemia no Brasil

comegou em fevereiro de 2020, quando o pais registrou seu primeiro caso de covid-
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19, no estado de Sao Paulo. No mesmo ano, o pais foi classificado como o segundo
no mundo em numero de casos e mortes relacionados a doenga, com mais de 1.000
mortes registradas por dia (ALBUQUERQUE et al., 2023). No inicio de 2021, o Brasil
foi atingido por uma segunda onda de covid-19, que apresentou caracteristicas
distintas da primeira onda. Durante a segunda onda da pandemia, houve uma
disseminagao intensa e generalizada da covid-19 em varias regides do Brasil, o que
acarretou uma sobrecarga ao sistema de saude, que ja se encontrava em um estado
de tens&o apos um ano de enfrentamento a doenca (BASTOS et al., 2021).

De acordo com a Organizagdo Pan-Americana da Saude (2022), embora o
numero de casos e mortes tenha diminuido em relagcédo ao pico da segunda onda no
inicio de 2021, ainda ha um numero significativo de casos e mortes diarias na América
Central e do Sul. Além disso, ha preocupagdes com o surgimento de novas variantes
do virus, que podem apresentar maior capacidade de transmissdo ou possivelmente
contornar parcialmente a protegcao conferida pelas vacinas.

A pandemia da covid-19 representa um grande desafio para o Brasil, que tem
adotado medidas para conter a propagacgao do virus e evitar a sobrecarga do sistema
de saude. No entanto, a capacidade do sistema de saude é desigual em todo o pais,
0 que pode colocar em risco a vida de pessoas vulneraveis. Estudos mostram que a
pandemia tem afetado de forma desproporcional as populagdes mais pobres e
vulneraveis, que muitas vezes dependem do Sistema Unico de Saude (SUS)
(WERNECK, 2022). Além disso, a pandemia tem sido associada a um aumento na
mortalidade por outras doencas. Por consequéncia, a infeccdo por SARS-CoV-2
acentua o quadro inflamatério crénico pré-existente, em pacientes com diabetes,
hipertensdo, doencgas cardiovasculares e respiratorias, imunodeficiéncias, e em
pacientes de idade avangada (SHI et al., 2020).

Adicionalmente, a propagacéao da covid-19 no Brasil tem sido associada a um
aumento na incidéncia de infeccdes, coinfeccbes e colonizacbes bacterianas em
pacientes hospitalizados e na comunidade em geral, o que pode piorar o prognéstico
da doenca. Isso ocorre principalmente em virtude do comprometimento do sistema
imunoldgico dos individuos infectados pelo SARS-CoV-2, o que os torna mais
suscetiveis a infecgcbes bacterianas secundarias. Através de estudos tém-se
demonstrado um aumento na incidéncia de infecgbes por bactérias, dentre os
microrganismos de maior destaque estao Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae,

Staphylococcus aureus, Estafilococos coagulase negativos, Escherichia coli,
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bactérias da familia dos Enterococos e Pseudomonas aeruginosa (BAZAID et al.,
2022; DE LIMA et al., 2022).

2. 2. INFECCOES SECUNDARIAS, COINFECCOES E COLONIZACAO NA COVID-19

Infecgbes por patdgenos virais levam a uma imunossupressao, tornando o
paciente suscetivel a novas infecgbes (SAINI et al, 2021). Usando como exemplo a
SARS-CoV 2, tem sido notificado quadros de coinfecgdes e infecgdes secundarias,
dentre elas, as infecgdes bacterianas, que sdo capazes de aumentar expressivamente
a taxa de mortalidade dos pacientes infectados pelo virus (VISWANATH et al., 2022).

Infecgdo secundaria é caracterizada por ser diagnosticada apds o periodo de
48 horas de internamento, onde o paciente adquire o microrganismo no ambiente
hospitalar (NAKAGAWARA et al., 2023), a Acinetobacter sp. ganha destaque nessa
categoria (GARCIA-VIDAL et al., 2021). J&4 a coinfecgdo pode ser diagnosticada
durante as primeiras 24 horas de internamento, ou seja, proveniente dos
microrganismos que ja fazem parte da microbiota do individuo ou podem ser
adquiridas na comunidade (WU et al., 2022). CHEN, Wei-Cheng et al. (2020), relata
um caso de coinfeccdo bacteriana em um paciente com covid-19 que faleceu em
Taiwan. O agente bacteriano identificado foi a K. pneumoniae, que foi isolada do trato
respiratorio inferior do paciente. O artigo sugere que a coinfec¢ao por bactérias, como
a K. pneumoniae, pode aumentar a gravidade e mortalidade da covid-19, destacando
a importancia do monitoramento e tratamento de infeccbes bacterianas nesses
pacientes. Embora outros estudos incluam outras espécies bacterianas causando
infecgdes secundarias e coinfecgdes em pacientes com covid-19, a K. pneumoniae é
mencionada como uma das espécies mais comuns (LANGFORD et al., 2020;
SREENATH et al., 2021; BAZAID et al., 2022; TOUNY et al., 2023).

Em um estudo nos Estados Unidos foi analisado uma taxa de 21% de detecgao
de outros patégenos entre pacientes hospitalizados durante a infec¢do por covid-
19, havendo maior proporgdo de microrganismos de origem hospitalar, culminando
em um maior uso de antibioticoterapia e tempo de internacido em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) (PUZNIAK et al., 2021). E comum em pacientes criticos a utilizaco de
drogas imunossupressoras com o objetivo de reduzir a resposta imunoldgica
exacerbada caracterizada pela liberacdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias

induzida por infecgdes virais. Contudo, a decorréncia da utilizacdo desses
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medicamentos, atrelados a intensa atividade imunolégica, permite a susceptibilidade
do organismo para o desenvolvimento de infecgbes por outros microrganismos
(FERNANDES et al., 2021).

Concomitante a isso, pacientes hospitalizados com covid-19 estdo sob risco de
infecgdes associadas aos cuidados em saude. Visto que a admissao em UTI se
relaciona a diversos procedimentos invasivos, como canulas nasais de alto fluxo,
realizacdo de acessos intravenosos, ventilagcdo mecanica invasiva e utilizagado de
cateteres urinarios e intravenosos. Esses dispositivos médicos favorecem o
organismo a comunicagao direta entre o ambiente interno e externo, aumentando o
risco de desenvolver infecgdes secundarias (RAWSON TM et al., 2020).

Em estudo de Li et al (2020), foi observado que pacientes submetidos a
ventilagdo mecanica invasiva ou que utilizavam cateter central apresentavam maior
predisposicao ao desenvolvimento de infeccdes bacterianas secundarias, sendo a A.
baumannii e K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, as bactérias mais
comumente isoladas nesses pacientes. Nesse mesmo estudo, quase metade dos
pacientes que adquiriram infecgdes secundarias vieram a obito.

A colonizagdo € um processo em que um microrganismo multidroga-resistente
(MDR) pode habitar o corpo humano sem causar nenhum tipo de sintoma ou doencga,
mas ainda assim permanece no organismo. Esse processo de aderéncia e
multiplicagdo dos microrganismos pode ocorrer no intestino, nas narinas, na garganta,
na pele ou em qualquer parte do corpo (RIBEIRO et al., 2022). A colonizag&o intestinal
por bactérias (MDR) ocorre quando esses microrganismos aderem e se multiplicam
na mucosa intestinal sem causar uma infeccdo aguda. Alguns estudos mostram
evidéncias que a colonizacdo intestinal precede a infeccdo invasiva por K.
pneumoniae (CORREIA, 2022). Essa colonizagdo pode ocorrer em pacientes
hospitalizados que receberam tratamento com antimicrobianos de amplo espectro, o
que favorece o surgimento de bactérias resistentes, ou em individuos que convivem
em ambientes com alta prevaléncia dessas bactérias.

Acrescentando-se a isso, a colonizagao intestinal € um fator de risco importante
para o desenvolvimento de infecgdes subsequentes, tanto para o préprio individuo
colonizado quanto para outros pacientes que compartiham o mesmo ambiente
hospitalar. Pacientes com covid-19 tém um risco aumentado de colonizag&o por K.
pneumoniae devido a sua imunidade comprometida e a exposi¢gao prolongada em

hospitais. Na Espanha, Cano-Martin (2021) menciona um aumento significativo na
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infecgao/colonizacdo por bactérias resistentes a carbapenémicos no hospital
estudado, onde comparou-se os dados clinicos de pacientes em 2019 e 2020 positivos
para infecgdo por covid-19. O estudo sugere que a pandemia pode ter contribuido
para o aumento da prevaléncia de bactérias resistentes a antimicrobianos,
possivelmente devido ao seu uso excessivo durante o tratamento de pacientes com
covid-19 e outras infeccdes hospitalares.

Diante disso, sabe-se que o aumento da prescricdo de antimicrobianos de
amplo espectro durante a pandemia de covid-19 teve impacto no aumento da
resisténcia bacteriana, principalmente para as bactérias gram-negativas (MESQUITA,
et al., 2022).

2. 3. KLEBSIELLA PNEUMONIAE

K. pneumoniae €& uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, que mede cerca de 0,3 a 1 um de didametro e 0,6 a 6,0 um de
comprimento (ALENCAR et al., 2016). E anaerdbio facultativo, apresentando melhor
crescimento em condicdes aerdbias, ndo esporulado e imével. Foi primeiramente
descrita no final do século XIX pelo microbiologista alemao Edwin Klebs (KONEMAN
et al., 2015). O género Klebsiella € composto atualmente por treze espécies e sete
subespécies. As subespécies sdo: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K.
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, K. pneumoniae subsp. ozaenae, K. pneumoniae
subsp. aerogenes, K. pneumoniae subsp. planticola, K. pneumoniae subsp. fulvum e
K. pneumoniae subsp. pallescens (LPSN, 2021).

As caracteristicas bioquimicas da K. pneumoniae auxiliam na sua identificacao.
Por ser fermentador de lactose, em meios de isolamentos diferenciais, como agar
MacConkey e Eosina Azul de Metileno (EMB) produzem colénias grandes e mucdides,
résea e com aspecto viscoso quando semeada (GOMES, 2018) (Figura 1). Além de
serem lactose positiva, produzem urease, citrato positivo, oxidase negativa, s&o

imoveis, podendo apresentar gas ou néo.
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Figura 1 — Coldnias de K. pneumoniae semeadas em Agar MacConkey.

Fonte: MEDICAL LABS, 2023. Acesso em: 11 de abr. 2023.

A espécie K. pneumoniae encontra-se livremente no meio ambiente, como em
agua e nos alimentos, e pode estar naturalmente no intestino humano. E classificada
como um patdégeno responsavel por causar graves infecgbes e bacteremias. Sendo
considerado um  microrganismo  oportunista, que acomete individuos
imunossuprimidos e pacientes internalizados (ALl et al., 2022). K. pneumoniae é uma
bactéria considerada endémica no Brasil, por causar grande sobrecarga ao SUS,
devido a sua alta taxa de mortalidade e prevaléncia. Pois possui alta capacidade de
adquirir resisténcia aos antimicrobianos (SOARES et al., 2012). A K. pneumoniae é
conhecida por ser uma importante produtora de betalactamases, algumas cepas
apresentam multiplos genes codificadores dessas enzimas, contribuindo para a

resisténcia a multiplos antibiéticos.

2.4. ANTIMICROBIANOS

Em 1928, o microbiologista britanico Alexander Fleming observou que o
crescimento de Staphylococcus aureus estava inibido ao redor de uma colbnia de
fungos em uma placa de Petri. Este fungo foi identificado como Penicillium notatum,
seu composto ativo foi isolado e chamado de penicilina. Esse achado permitiu a
descoberta e o desenvolvimento de outros compostos antimicrobianos entre 1940 e
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1960, que levou a descoberta de muitas outras classes de antibiéticos atualmente em
uso (WALESCH et al., 2023). Os antimicrobianos sao utilizados para tratar doencas
infecciosas em que as defesas naturais do corpo sédo incapazes de combater. Eles
matam ou inibem o crescimento de microrganismos, sem causar danos ao hospedeiro
(COSTANZO et al., 2023).

Os antimicrobianos possuem diferentes mecanismos de acdo, que incluem a
inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo da
sintese de acidos nucleicos, danos a membrana plasmatica e a inibigao da sintese de
metabdlitos essenciais. A penicilina e outros antibiéticos agem inibindo a sintese de
peptideoglicanos, o que leva a graves alteragdes ultraestruturais, enfraquecimento da
parede celular e lise celular (TORTORA et al., 2016).

Os antibidticos B-lactamicos sdo amplamente utilizados na pratica clinica
devido a sua segurancga e baixa toxicidade. Eles agem inibindo a sintese da parede
celular bacteriana, afetando a ligagéao cruzada dos peptidoglicanos, o que resulta na
lise e morte da bactéria. Esse mecanismo de agao € especifico para a classe dos -
lactamicos e € uma das razdes pelas quais esses medicamentos sao tao eficazes
contra as bactérias. Além disso, sua baixa toxicidade torna-os uma opg¢ao segura para
o tratamento de infecgbes bacterianas (MARANGONI et al., 2022). Sao pertencentes
a esse grupo, penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e os monobactamos
(MURAI et al., 2022).

Os carbapenémicos sao considerados B-lactamicos de maior espectro de acéo
(AURILIO et al., 2022). Sendo constituidos por uma classe de antimicrobianos que
possuem um anel piridinico em sua estrutura, contendo uma molécula de nitrogénio.
S&o amplamente utilizados para tratar infecgdes graves causadas por bactérias MDR
(MURAL et al., 2022). Assim como a penicilina e as cefalosporinas, os carbapenémicos
agem como agentes bactericidas, inibindo a sintese da parede celular bacteriana ao
se ligarem as PBPs (Proteinas de Ligagcao a Penicilina), demonstrando menos
resisténcia do que outros antibidticos da mesma classe, devido a sua estabilidade a
hidrolise por B-lactamases incluindo as ESBL (Beta-lactamase de espectro estendido)
(DE ALMEIDA et al., 2022).

Nos ultimos anos, houve um aumento no uso dos carbapenémicos para tratar
infeccbes por patdgenos nosocomiais  gram-negativos = multirresistentes
(KARAMPATAKIS et al., 2023). Esses antibioticos sdo considerados a droga de

escolha para tratar infecgdes graves com enterobactérias produtoras de ESBL. Devido
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ao seu amplo espectro de atividade, eles sao frequentemente usados como terapia
empirica para infeccbes potencialmente letais (AURILIO et al., 2022). Apesar dos
carbapenémicos serem considerados eficazes no tratamento de infec¢gées causadas
por bactérias gram-negativas MDR, como K. pneumoniae, P. aeruginosa,
Acinetobacter spp. € Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, essas bactérias tém
desenvolvido resisténcia por meio de diversos mecanismos, como a producido de
carbapenemases, enzimas capazes de hidrolisar e inativar os carbapenémicos,
tornando-os ineficazes (SEKOWSKA et al., 2023).

A resisténcia bacteriana € um problema crescente e um desafio global
significativo para a descoberta de novos antimicrobianos eficazes. Apesar dos
avangos em pesquisas e desenvolvimento, poucas substancias foram identificadas
como possiveis antibidticos eficazes. Além disso, o numero de novos antimicrobianos
desenvolvidos tém diminuido progressivamente desde a década de 90, e muitos deles
sdo pequenas modificagcdes de drogas ja existentes (COSTANZO et al., 2023). A
diminuicdo na descoberta de novos antimicrobianos € um sinal preocupante, uma vez
gue a resisténcia bacteriana continua a se disseminar e representa um grande desafio

para a saude publica.

2. 5. RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana pode ter varias origens, sendo a mais comum a
selecdo natural. Isso se deve a capacidade das bactérias de se adaptar ao ambiente
e desenvolver mecanismos de resisténcia para sobreviver a situacdes adversas,
incluindo a exposicdo a antibioticos. Além disso, a transferéncia de genes de
resisténcia entre diferentes espécies bacterianas por meio de processos de
transferéncia horizontal também €& um fator importante na disseminagao da
resisténcia. Com isso, o numero de resisténcia bacteriana evolui mais rapidamente
que o processo de descobrimento de novos farmacos antimicrobianos para serem
utilizados em terapias de casos mais graves (REZENDE et al., 2022).

Esse cenario esta associado a capacidade de muitas cepas realizarem a
inativacdo de farmacos antimicrobianos mediante a producdo de enzimas B-
lactamases de espectro expandido (ESRBL) e carbapenemases. As ESRLs sao
capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de espectro expandido e

monobactamicos, enquanto as carbapenemases sao capazes de hidrolisar os
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carbapenémicos, além das penicilinas e cefalosporinas. O aumento de bactérias
produtoras de ESRL levou a um aumento no uso de carbapenémicos, resultando em
um aumento no numero de enzimas com atividade hidrolitica para esses antibioticos
(AURILIO et al., 2022).

Além do mecanismo enzimatico, existem outras formas pelas quais as
bactérias podem desenvolver resisténcia aos antimicrobianos. Uma dessas formas é
através do uso de bombas de efluxo, que sdo proteinas de transporte presentes na
membrana celular que podem expulsar o antibiético para fora da célula antes que ele
possa exercer sua agao. Outra forma é através da alteragcdo na permeabilidade da
membrana celular, que pode impedir a entrada do antibidtico na célula bacteriana. A
mudancga no sitio alvo também pode ser uma forma de resisténcia, pois a bactéria
altera a estrutura do alvo do antibiotico, tornando-o ineficaz. No entanto, € importante
destacar que o mecanismo enzimatico € o mais comum e é responsavel pela maior
parte dos casos de resisténcia aos antimicrobianos (DARBY et al., 2022) (Figura 2).

O uso indiscriminado de antibidticos de amplo espectro tem levado a selecéo
de bactérias cada vez mais resistentes. Por consequéncia, a resisténcia a esses
medicamentos se tornou um desafio para o tratamento de infeccbes bacterianas,
representando uma grave preocupacao em relagéo a saude global (VALENCA et al,
2022). Mesmo antes da pandemia pela covid-19, a situagcédo ja era considerada
preocupante em relagéo a resisténcia de microrganismos. Estima-se que as infecgbes
bacterianas com resisténcia aos antimicrobianos causam 700.000 mortes anualmente
no mundo todo, e esse numero devera aumentar para 10 milhdes por ano até 2050
(ANVISA, 2020) com esses dados torna-se evidente a preocupagdo mundial acerca
do aumento da resisténcia bacteriana e sua aceleragéo.

No cenario pandémico, as infecgdes virais juntamente com a coinfecgao e
infeccdo secundaria bacteriana apresentam um grande problema de saude global,
contribuindo para o agravamento da mortalidade dos pacientes (DUMITRU et al.,
2021). A prevaléncia da resisténcia dos patdbgenos mudou ao longo do tempo, isso é
nitido ao passar das pandemias gripais, onde a coinfecgao viral-bacteriana demonstra
efeitos cada vez mais nocivos (LIU et al., 2021). Hoje, acredita-se que o uso
indiscriminado de antibiéticos para o combate da covid-19 acelerou a resisténcia
microbiana, tornando-a mais acentuada para os proximos anos (OMS, 2019).

Ribeiro et al. (2022) aborda o impacto da pandemia de covid-19 na ocorréncia

de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. A revisao integrativa de estudos
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realizados em varios paises mostrou que houve um crescimento expressivo na
resisténcia bacteriana, dentre eles a K. pneumoniae foi a terceira espécie mais
frequentemente correlacionada em pacientes com covid-19. Durante a pandemia, a
investigacdo dessa bactéria tornou-se relevante em virtude do aumento consideravel
de sua resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, a K. pneumoniae é uma das
bactérias mais comuns que causa infeccbes hospitalares, especialmente em

pacientes com sistema imunologico comprometido, como os pacientes com covid-19.

Figura 2 - Imagem ilustrativa das principais resisténcias desenvolvidas pelas bactérias aos

antimicrobianos.
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Fonte: ANVISA. Acesso em: 11 abr. 2023.

2.5.1 Carbapenemases

A producao de enzimas beta-lactamases € uma das principais estratégias de
resisténcia em bactérias gram-negativas. Essas enzimas conferem resisténcia aos
carbapenémicos, que sao uma classe de antibidticos considerados como uma das
ultimas opgdes de tratamento para infecgbes graves causadas por bactérias gram-
negativas. Os carbapenémicos sdo uma classe de antibidticos de amplo espectro que
tém a capacidade de penetrar na parede celular das bactérias gram-negativas, atuam
hidrolisando o anel beta lactdmico atingindo assim o citoplasma bacteriano e

interrompendo a sintese da parede celular bacteriana (ABRANTES et al., 2017,
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SEKOWSKA et al., 2023).

As carbapenemases sao enzimas classificadas em quatro classes (A, B, C e
D), de acordo com o sistema de classificagcdo de Ambler. A classe A compreende as
serino-beta-lactamases, que possuem um residuo de serina em sua estrutura e
incluem a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e a Guiana Extended
Spectrum (GES). Essas enzimas sao capazes de conferir resisténcia aos antibioticos
beta-lactamicos, como as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. A classe B é
composta por metalo-beta-lactamases, que utilizam zinco em sua metabolizagéao e
incluem a Nova Delhi Metallo-beta-lactamases (NDM), a Imipenemase (IMP), a
Veronese Imipenemase (VIM) e a Sao Paulo Metallo-beta-lactamase (SPM). A classe
C é composta por cefalosporinases cromossomais ou Adenosina monofosfato ciclico
(AmpC). A classe D é composta por carbapenemases que possuem um residuo de
serina em sua estrutura, incluindo as oxacilinases. Essas enzimas sao menos
potentes do que as carbapenemases das classes A, B e C, mas sua presenca pode
contribuir para o aumento da resisténcia bacteriana aos antibiéticos (SPRENGER et
al., 2016; ABRANTES et al., 2017; BONOMO et al., 2018).

2.5.1.1. Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

A enzima KPC foi descrita primeiramente em um isolado de K. pneumoniae
proveniente da Carolina do Norte, Estados Unidos, em 1996. Logo em seguida tornou-
se endémica nesse local e consecutivamente se disseminou mundialmente
(KARAMPATAKIS et al., 2023). E a carbapenemase mais associada a amostras de K.
pneumoniae nas Ameéricas do Norte e do Sul. Além disso, também ha relatos de K.
pneumoniae produtoras de KPC na Europa, Asia e Africa, o que indica que essa
enzima esta amplamente disseminada em todo o mundo (DA SILVA et al., 2021;
HANSEN et al., 2021; FORERO-HURTADO et al., 2023; ELIAS et al., 2023).

A KPC ja foi encontrada em varias bactérias gram-negativas, incluindo outras
subespécies de K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia
marcescens, Proteus mirabilis e P. aeruginosa, entre outras (TAMMA et al., 2021;
SADEK et al., 2022). No Brasil, a primeira detecgao do gene KPC em isolados clinicos
de K. pneumoniae foi em 2006. Essas cepas foram encontradas em quatro pacientes
internados em uma UTI em Recife (MONTEIRO et al., 2009). Desde entédo, o gene
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KPC vem sendo detectado infectando e colonizando pacientes em hospitais de Recife.
Estudos realizados por Scavuzzi et al. (2018) reportaram a presenga do gene blakpc-
2 resistente a multiplas drogas em um paciente no Brasil. Concomitante a isso, Oliveira
et al. (2020) destaca as altas taxas de ocorréncia do gene blakec em isolados clinicos
de K. pneumoniae em Recife. A capacidade de resisténcia a multiplas drogas torna-
se evidente como um desafio no tratamento de infec¢bes bacterianas graves. A rapida
disseminagao deste gene destaca a importancia crucial da implementagcédo de medidas
de controle e vigilancia para prevenir a disseminacao da resisténcia antimicrobiana.

Outros estudos tém sido publicados mostrando a propagacgao deste gene em
varias espécies bacterianas pelo pais. De Araujo Jacome (2012) descreve o primeiro
relato de P. aeruginosa produtora de KPC no Brasil. A bactéria foi isolada de uma
amostra de secrecdo traqueal de dois pacientes diferentes, na UTI de um hospital
terciario localizado em Recife, Pernambuco. O estudo mostrou que a cepa apresentou
resisténcia a varios antibidticos, incluindo carbapenémicos. Desde entdo, outros
estudos tém sido publicados mostrando a disseminagéo do gene blakec em diferentes
espécies bacterianas no Brasil. Scavuzzi et al. (2019) identificaram a presencga do
gene blakrc-2 em isolados clinicos de P. aeruginosa em um hospital no Brasil. Esses
achados indicam a disseminagdo ampla do gene KPC em diferentes espécies
bacterianas no pais, representando um grande desafio para o tratamento de infecgbes
hospitalares.

Atualmente existem 157 variantes do gene blakec, de acordo com a Base de
Dados Europeia de beta-lactamases (BLDB, acesso em: 13 abr. 2023). No entanto, a
sequéncia de aminoacidos das variantes KPC-1 e KPC-2 apresentam 100% de
identidade, indicando que se trata da mesma enzima, sendo assim a designagao
valida é a KPC-2. As variantes de KPC apresentam diferengas em suas propriedades
cinéticas, podendo afetar a eficiéncia hidrolitica de carbapenémicos e outros
antimicrobianos B-lactamicos. As variantes KPC-2 e KPC-3 sdo as mais prevalentes
entre os isolados clinicos e frequentemente associadas a surtos epidémicos (XIONG
et al., 2022; MOJICA et al., 2023). KPC-2 é a enzima predominante no mundo, com
relatos de epidemia em diferentes paises, incluindo Estados Unidos, Europa e China
(CHEN et al.,, 2021; FORERO-HURTADO et al, 2023). Ja KPC-3 foi mais
frequentemente identificada em regiées como Estados Unidos, Israel e América Latina
(VERA-LEIVA et al., 2017; RADA et al., 2020; MARI-ALMIRALL et al., 2021; FORERO-
HURTADO et al., 2023).
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Infeccdes bacterianas atreladas a produgao de KPC estdo associadas a altas
taxas de mortalidade (VERA-LEIVA et al., 2017; CANO et al., 2022). A KPC pode estar
relacionada a qualquer tipo de infec¢do, tornando sua investigagao relevante, com o
objetivo de limitar sua disseminagado. Oliveira et al (2020), relatou que dentre 27
isolados clinicos de K. pneumoniae, 24 sao produtores de KPC. Cunha et al (2022)
analisaram que durante o surto da pandemia de covid-19, 21 pacientes foram
infectados/colonizados por K. pneumoniae MDR em um hospital privado em Salvador,
Bahia, apresentando como principal mecanismo de resisténcia a producédo da enzima
KPC. De acordo com os resultados, a taxa de mortalidade para os 14 episddios de
infeccao foi de 71%, resultando em 10 &bitos. Ja para os episddios de colonizagao, a
mortalidade foi de 57%, resultando em 7 Obitos. A mortalidade geral foi de 66,7%.
Evidencia-se a gravidade das infecgdes por essas cepas, especialmente em pacientes
com fatores de risco adicionais, como aqueles infectados pelo SARS-CoV-2.

Fonseca (2019) observou uma alta frequéncia de colonizagdo por K.
pneumoniae produtora de KPC, principalmente em pacientes de UTI em um hospital
durante o periodo de 5 anos (2009-2014). Também foi notado um aumento no numero
de casos ao longo dos anos. Por outro lado, Dumitri e colaboradores (2021) relataram
casos de coinfeccdo e infecgcao secundaria em 9 pacientes internados em uma UTI
com covid-19 que desenvolveram infecgdes invasivas por K. pneumoniae produtora
de carbapenemase. Dentre eles, cinco evoluiram para o6bito, evidenciando a
associagao entre coinfecgbes e mau progndstico em pacientes com covid-19,
sobretudo em populagdes vulneraveis. Destaca-se a importancia da vigilancia e
controle da disseminacao de K. pneumoniae MDR, principalmente em ambientes
hospitalares como UTlIs. Além disso, a coinfeccédo por essas bactérias em pacientes
com covid-19 pode levar a um pior progndstico e aumentar a mortalidade.

2.5.1. 2. Nova Deli Metalo-betalactamases (NDM)

A Nova-Delhi Metallobetalactamase (NDM) é uma enzima Metalo beta-
lactamase (MBL), capaz de hidrolisar uma ampla gama de antimicrobianos [-
lactémicos (SOARES, 2020). O primeiro relato de NDM-1 foi em 2009, em uma cepa
de K. pneumoniae isolada de um paciente sueco hospitalizado anteriormente em Nova

Delhi na india em 2008. Desde entdo, o NDM-1 esta relacionado a uma alta resisténcia
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e disseminacao, podendo ser produzido por diferentes espécies, incluindo Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Morganella sp., Proteus sp., E. coli e Providencia sp.
(CAMARGO, 2022; DONG et al., 2022; TSILIPOUNIDAKI et al., 2023).

Até o momento, 50 variantes de NDM ja foram identificadas em todo o mundo
(BLDB, acesso em: 13 abr. 2023), exibindo um desafio significativo para o manejo
clinico e a saude publica (ZUCCATO, 2022). Enterobactérias produtoras de NDM
foram identificadas pela primeira vez no Brasil em 2014, em um isolado de Providencia
rettgeri proveniente de swabs de vigilancia na regido sul do pais. Desde entéo, a
deteccao de enzimas NDM tem sido crescente em diversas espécies bacterianas
(CAMARGO, 2022). A blanom-1 € a variante mais detectada frequentemente produzida
por isolados de K. pneumoniae (WU et al., 2019; SRIRAM et al., 2022; THAPA et al.,
2022; AFRIDI et al., 2023). Podendo estar relacionada a diversos tipos de infec¢des,
como urinaria, respiratérias e sanguinea (SCAVUZZI et al., 2019; HUANG et al. 2023).

No primeiro relato de K. pneumoniae portadora do gene blanom em Recife-PE,
foi identificado que o isolado também apresentou genes relacionados a viruléncia
bacteriana (SCAVUZZI et al., 2019). Estudos realizados por Oliveira et al. (2020)
obtiveram como resultado que 59,2% dos isolados clinicos de K. pneumoniae
analisados apresentavam o gene blanom, 0 que demonstra uma preocupante
emergéncia de uma nova carbapenemase capaz de hidrolisar carbapenémicos, além
da KPC ja conhecida.

Diversos estudos relataram casos de coinfecgao/superinfeccdo em pacientes
com covid-19 envolvendo microrganismos resistentes a antimicrobianos. Um estudo
realizado na Italia por Perrotta e colaboradores (2021) descreve um caso que
envolveu um paciente de 57 anos diagnosticado com Purpura Trombocitopénica
Trombotica (PTT) aguda, que adquiriu SARS-CoV-2 e uma cepa de K. pneumoniae
produtora de NDM enquanto estava internalizado. O estudo sugere que a infecgéo por
esse microrganismo multirresistente pode ter ocorrido por meio de transferéncia
horizontal durante a permanéncia do paciente no setor de hematologia, ou pode ter
sido uma rara colonizagao adquirida na comunidade.

Monteiro et al. (2023) constatou que a transmissao de cepas de bactérias com
o gene NDM em ambientes de saude esta associada a contato préximo, sendo os
pacientes hospitalizados os mais susceptiveis a colonizacdo e infeccdo. Neste
trabalho, entre 17 pacientes internados em unidades de covid-19, 12 foram

colonizados por K. pneumoniae produtora de NDM, evidenciando a transferéncia
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horizontal de NDM entre pacientes. Além disso, foi observado que, embora as
mesmas medidas de controle de infecgdo sejam aplicaveis a qualquer microrganismo
resistente a carbapenémicos, cepas produtoras de NDM e KPC apresentam
diferencas epidemioldgicas significativas, independentemente dos mecanismos de
resisténcia.

O primeiro registro da associagao dos genes blanom-1 € blakpc-2 em isolados de
K. pneumoniae no Brasil foi relatado em 2017 na cidade do Rio de Janeiro, conforme
descrito por Aires et al. (2017). Entretanto, a presengca desses genes em
Enterobacterales € comum, segundo relatado por Firmo et al. (2020), resultando em
um aumento na resisténcia dessas espécies bacterianas. De Oliveira Alves et al.
(2022) realizou um estudo onde todos os isolados de K. pneumoniae avaliados
expressaram o fenétipo de MDR, além da associagdo com os genes blanom € blakpc
em cerca de 89,5% dos casos. Nesse mesmo estudo, foi evidenciado o primeiro relato

da variante blanom-7, em Recife, PE.

2.6. FATOR DE VIRULENCIA: BIOFILME

Além do acumulo de mecanismos genéticos de resisténcia aos antimicrobianos
em K. pneumoniae, tem chamado atencdo a presenca de fatores de viruléncia,
capazes de promover infecgcbes mais graves, invasivas e metastaticas, o que
representa uma preocupacao significativa na area da saude publica (LAN et al., 2022).
A K. pneumoniae possui diversos fatores de viruléncia, sendo as principais: adesinas,
capsula, siderdéforo e lipopolissacarideo (LPS). As adesinas, como os pili tipo 1 e tipo
3, sao responsaveis por aderir a superficie do hospedeiro e dispositivos médicos, e
também por formar biofilme. A capsula e lipopolissacarideo sdo importantes para
evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro, enquanto o sideréforo participa na
obtencdo de ferro, essencial para o crescimento da bactéria. Esses fatores de
viruléncia podem aumentar a capacidade da K. pneumoniae em causar infecgdes
graves e persistentes (WANG et al., 2020).

O biofilme é uma estrutura de viruléncia bacteriana estabelecida por uma matriz
densa de proteinas, polissacarideos e DNA, produzidos pelas préprias bactérias. Sua
formagdo € baseada em trés estagios: adesao, colonizagdo e desenvolvimento
(WANG et al., 2020). De inicio, as bactérias se aderem a uma superficie e formam

pequenas colbnias. Posteriormente, ocorre um processo de comunicagdo por
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autoindugao (quorum sensing, um sistema de sinais e respostas que controla a
expressao dos genes) onde comega o crescimento e a sintese de polissacarideos.
Por fim, ha o aumento desse crescimento, producdo e maturagado do biofiime, onde
em seguida as bactérias sdo liberadas para o meio ambiente ou para outras
superficies dentro do hospedeiro, podendo assim colonizar e causar novas infeccoes
(CLEGG; MURPHY, 2016; TAM et al., 2020; WANG et al., 2020).

O biofilme representa uma estratégia frente ao sistema imunolégico do
hospedeiro e aos antimicrobianos, por propiciar um ambiente de transferéncia de
material genético entre as células bacterianas, sendo um dos mecanismos de
viruléncia da K. pneumoniae, viabilizando o estabelecimento de infecgdes e
colonizagdes no trato respiratorio, urinario e gastrointestinal. (KUS et al., 2017; WANG
et al., 2020).

Em um estudo na ltalia, foi observado que 72,7% dos isolados de K.
pneumoniae encontrados em dispositivos médicos foram capazes de produzir
biofilmes, embora ainda fossem suscetiveis a diferentes classes de antibioticos
(FOLLIERO et al., 2021). Os biofimes sdo comunidades complexas de
microrganismos que se aderem a superficies abidticas e bidticas usando uma matriz
de substancias exopoliméricas autossuficientes (EPS). De acordo com Monteiro e
colaboradores (2023), em um trabalho feito com pacientes com covid-19, cepas de K.
pneumoniae com genes de adesdo podem formar biofiimes, o que resulta em
internagdes hospitalares mais longas, aumentando a dificuldade terapéutica, incluindo
a possibilidade de falha no tratamento. Portanto, torna-se relevante a identificacao e
pesquisa de producdo de biofilme em isolados de K. pneumoniae frente a individuos
hospitalizados submetidos a procedimentos invasivos, e seu estudo com relagao a
pandemia da covid-19.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar e comparar o perfil de resisténcia a antimicrobianos, os genes de
resisténcia blakec e blanom € a formagdo de biofilme de isolados clinicos de K.
pneumoniae coletados antes da pandemia de covid-19 (2019) e durante a pandemia
(2021 e 2022), provenientes de pacientes de um hospital publico de Recife-PE.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos testados nos isolados de K.
pneumoniae,

e Avaliar a formagéao de biofilme dos isolados de K. pneumoniae.

e Investigar a presencga dos genes de resisténcia blanom € blakec nos isolados de
K. pneumoniae.

e Comparar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, formacao de biofilme e a
presenga dos genes blakec e blanom dos isolados de Klebsiella pneumoniae
coletados nos anos de 2019, 2021 e 2022.
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4 METODOLOGIA

4.1 ORIGEM E COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em um hospital publico, localizado na capital de
Pernambuco, Recife. As amostras bacterianas foram transportadas respeitando as
normas vigentes de biossegurancga, de acordo com a Resolugdo 466 de 12 de
dezembro de 2012. Apds a coleta seguiram diretamente para o Laboratério de Biologia

Molecular e Genética Bacteriana (Area de Medicina Tropical, CCM, UFPE).

4.2 |ISOLADOS BACTERIANOS

Foram analisados 45 isolados clinicos de K. pneumoniae obtidos por demanda
espontanea resistente a pelo menos um carbapenémico (ertapenem, imipenem ou
meropenem), sendo 15 isolados coletados no ano de 2019 (periodo pré-pandémico)
(OLIVEIRA et al., 2019), 15 isolados clinicos de K. pneumoniae coletados no ano 2021
(periodo de maior numero de casos da covid-19) (MARTINS, 2023; PIMENTEL, 2023),
e 15 isolados clinicos de K. pneumoniae coletados no ano de 2022 (periodo com
menor numeros de casos) durante a realizagdo desse estudo. A identificagcao
bioquimica e o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foram realizados
inicialmente no hospital através do sistema automatizado Phoenix-BD™ M50. Em
seguida, no Laboratério de Biologia Molecular e Genética Bacteriana (Labmol), da
Area de Medicina Tropical, CCM-UFPE, os isolados K. pneumoniae coletados no ano
de 2022 foram submetidos a identificacdo bioquimica convencional (SIM — Sulfeto,
Indol e Motilidade; TSI — Triplice agucar-ferro; Prova do citrato, Prova da uréia; Prova
da lisina e analise do aspecto da colénia em Agar EMB) (KONEMAN et al., 2008), para
confirmacao da espécie e da pureza da cultura bacteriana. Os isolados coletados nos
anos de 2019 e 2021 estavam sendo mantidos em estoque congelado com glicerol
15% a -20 °C, e fazem parte do estoque de culturas bacterianas do grupo de pesquisa
do Laboratério de Biologia Molecular e Genética Bacteriana (Labmol), Area de
Medicina Tropical, CCM, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram

reativados para realizacao do biofilme.
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4.3 SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

A concentragdo inibitéria minima (CIM) para os antimicrobianos: Amicacina
(AMI); Amoxicilina-acido clavulanico (AMC); Ampicilina (AMP); Cefazolina (CFZ2);
Cefepime (CPM); Cefalotina (CFL); Cefotaxima (CTX); Cefoxitina (CFO); Ceftazidima
(CAZ); Ceftriaxona (CRO); Cefuroxima (CRX); Ciprofloxacina (CIP); Colistina (COL);
Ertapenem (ERT); Gentamicina (GEN); Imipenem (IMI); Levofloxacina (LVX);
Meropenem (MER); Piperacilina-tazobactam (PIT); Trimetoprim-sulfametoxazol
(SXT), foi determinada através do equipamento automatizado Phoenix-BD™ M50. E

o perfil de susceptibilidade foi interpretado de acordo com o BrCast 2021.

4.4 AVALIACAO DE BIOFILME

A avaliacao da producdo de biofilme dos 45 isolados de K. pneumoniae foi
realizada conforme metodologia descrita por O’'Tooler (2011), juntamente com a
metodologia de DA SILVA TRENTIN (2011). Os isolados foram diluidos em solugéo
salina até chegar em 0,5 na escala de McFarland. Foi adicionado 80uL de cada
suspensao bacteriana e 120uL de caldo LB (Luria Bertani) em pogos previamente
identificados da placa de microtitulacdo. As placas foram incubadas em 37°C por 18
a 24 horas. Posteriormente, as suspensdes bacterianas foram removidas através de
lavagem com agua corrente. Em seguida, foi adicionado 200uL de cristal violeta a
0,4% em cada poco, e a placa foi incubada por 15 minutos, em seguida foi realizada
uma nova lavagem em agua corrente. A producao de biofilme foi avaliada através da
analise das colOnias aderidas na parede e/ou no inferior na placa de microtitulacao,
como grumos. Todo o experimento foi realizado em triplicata, e os pogos contendo
caldo LB estéril foram usados como controle negativo para produgao de biofilme.
Como controle positivo, foi utilizado uma cepa de P. aeruginosa ATCC 27853
(CAIXETA, et al., 2019).

Para quantificacdo do biofilme, utilizou-se 200uL de solucdo de acido acético a
30% em cada pocgo, promovendo a solubilizagao do biofilme, caso presente. A leitura
da Densidade Optica (DO) de cada pogo foi conduzida através de um leitor de
microplacas (Thermo Plate® — China) em 570nm, e a produgdo de biofilme foi
classificada considerando o maior valor da DO para cada isolado e comparando com

a DO do controle negativo (DOc), sendo as categorias divididas em: |) ndo formador
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de biofilme (DO < DOc); Il) fraco produtor de biofiime (DOc < DO < 2x DOc); IlI)
moderado formador de biofilme (2x DOc < DO =< 4x DOc); e V) forte formador de
biofilme (4x DOc < DO).

4.5 EXTRACAO DE DNA TOTAL

A extragao de DNA gendmico dos isolados de K. pneumoniae coletados no ano
de 2022 foi realizada através de kit Wizard Genomic DNA purification (promega),
seguindo o procedimento de acordo com especificagdes do fabricante. O DNA foi
quantificado utilizando o equipamento NanoDrop e diluido em agua Milli Q estéril a
20ng/uL. O DNA extraido foi estocado em freezer -20°C. Os isolados de K.
pneumoniae coletados nos anos de 2019 e 2021 foram provenientes de outros
estudos do grupo de pesquisa, portanto ja foram analisados quanto a presenca dos
genes blakrc e blanom (OLIVEIRA et al., 2019; MARTINS, 2023; PIMENTEL, 2023).

4.6 CONDICOES DE PCR PARA OS GENES DE RESISTENCIA: BLANDM E BLAKPC

Para amplificacdo dos genes de resisténcia blakrec € blanom dos isolados de K.
pneumoniae coletados no ano de 2022 foram utilizados os iniciadores descritos na
tabela 1. As reagdes de amplificacdo foram compostas de um volume total de 25 pl
por tubo, sendo: 1yl de DNA gendbmico a 20ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA
polimerase (promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCi2 e 10 umol
dos iniciadores. Em cada partida de amplificagdo foi acrescentado um controle
negativo sem DNA e um positivo, isolado de K.pneumoniae K7-R2 (FIRMO et al.,
2019) para os dois genes. As amplificagbes do gene blakec foram realizadas com
ciclos de desnaturacao inicialmente a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos,
consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C para desnaturacéo, 1 minuto a 63°C para
anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para extensao. Apos estes ciclos foi realizada
uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C. A amplificagdo para o gene
blanowm foi realizada sob as seguintes condi¢des térmicas de ciclagem: 10 min a 94°C
para desnaturacao inicial, 36 ciclos de amplificagao consistindo em 30s a 94°C, 40s e
52°C, 50s a 72°C e para extensao final 5 min a 72°C.
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Tabela 1. Primers utilizados na PCR para detecgado dos genes de resisténcia blakec € blanom
nos isolados clinicos de K. pneumoniae.

Gene Primer Sequeéncia (5°-3") a.'r-:::?cr:)hno{sg} Referéncias

Yigit et al.
blaxec KPC-1a TGTCACTGTATCGCCGTC 800 (2001)
CTCAGTGCTCTACAGAAAA
KPC-1b CcC

Nordmann et al.
blanom NDM-F TAAAATACCTTGAGCGGGC 439 (2011)

NDM-R AAATGGAAACTGGCGACC

4.7 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Cinco microlitros dos produtos de amplificagcdo do produto de PCR acrescidos
de 1 yl de Blue Green Loading Dye | (LGC biotecnologia) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampé&o TBE (Tris-Borato 0,089M e EDTA
0,002M) e voltagem constante de 100V. Foi utilizado um marcador de 100pb
(promega) como padrédo de peso molecular. Os geéis foram visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e fotografados em sistema de fotodocumentagéo

Photocap da Vilber Lourmat.

4.8. CONSIDERAGOES ETICAS

Os isolados bacterianos que foram analisados no presente projeto foram
provenientes de outro projeto de pesquisa intitulado: “Investigagdo molecular da
variabilidade de genes e plasmideos de resisténcia aos carbapenémicos e
polimixinas, e da relagéo clonal de isolados clinicos de enterobactérias multi-droga
resistentes provenientes de um hospital de Recife-PE", que foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos com o nUmero
4.459.621.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

No presente estudo, todos os isolados clinicos de K. pneumoniae coletados no
ano de 2019 foram classificados como MDR, sendo a amicacina (93%) e colistina
(93%), os antibidticos de melhor atividade contra esses isolados. Em relagdo aos
isolados coletados no ano de 2021, periodo com um maior numero de casos de covid-
19, 20% (3/15) dos isolados foram considerados extensivamente resistentes (XDR)
aos antibidticos testados, sendo amicacina (80%) e colistina (100%) também os
antibioticos de melhor escolha. A maioria dos isolados clinicos de K. pneumoniae
coletados no ano de 2022 foram classificados como MDR, e 20% (3/15) classificados
como XDR, sendo a colistina (100%), amicacina (80%) e fosfomicina com G6P (66%)
os antimicrobianos de melhor atividade para inibir os isolados de K. pneumoniae.
Entretanto, € notavel uma queda no perfil de suscetibilidade da amicacina, uma vez
que a porcentagem de isolados sensiveis diminuiu de 93% em 2019 para 80% em
2021 e 2022.

Em nosso estudo, os isolados de K. pneumoniae coletados durante a pandemia
(2021 e 2022) apresentaram maior resisténcia a amicacina (20%) quando comparados
com os isolados coletados no ano de 2019 (7%). Visto que os aminoglicosideos s&o
considerados uma das ultimas opg¢des de tratamento para infecgbes por bactérias
gram-negativas, esses dados apontam uma provavel influéncia da pandemia da covid-
19 no perfil de resisténcia aos aminoglicosideos desses isolados.

Todos os isolados clinicos de K. pneumoniae foram resistentes as
cefalosporinas de segunda, terceira e quarta geragdo bem como as quinolonas e
fluoroquinolonas, em todos os periodos analisados (2019, 2021 e 2022). De acordo
com Jalal et al. (2023), estudos realizados durante o periodo de 2011 a 2021
demonstraram que houve aumento das taxas de resisténcia aos antibidticos do grupo
das cefalosporinas de ultima geracéao (85,8%) por isolados de K. pneumoniae. Esses
achados s3o consistentes com os resultados obtidos no presente estudo. E importante
considerar a possibilidade de que o gene de resisténcia as fluoroquinolonas e
quinolonas possa estar alocado no mesmo plasmideo que outros genes de resisténcia
a antibidticos, incluindo aqueles que promovem resisténcia a cefalosporinas de ultima

geragado, o que resulta em uma resisténcia generalizada a multiplas classes de
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antibioticos.

Embora o presente estudo ndo tenha observado mudancas no perfil de
resisténcia a colistina durante os periodos analisados, algumas pesquisas mostram o
surgimento de cepas de K. pneumoniae MDR resistentes a colistina no periodo de
2013 a 2021, no Ira (NARIMISA et al., 2022). Em estudos realizados no Brasil,
Conceigcao-Neto e colaboradores (2022) observaram um aumento na resisténcia a
colistina em isolados de K. pneumoniae, onde a resisténcia foi de 15% em 2010,
enquanto em 2016, o percentual aumentou significativamente, chegando a 29,5%.
Esses resultados representam uma preocupacao para os sistemas de saude em todo
o mundo, uma vez que a colistina também é considerada como uma das ultimas
alternativas no tratamento de infecgbes causadas por bactérias gram-negativas MDR.

No presente estudo, os isolados K1-AG6, K14-A6 e K16-A6 provenientes de
amostra de swab retal coletados no ano de 2022 foram classificados como XDR
(Tabela 4). Esses resultados corroboram com os Tesfa et al. (2022), que analisou
isolados clinicos de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos e evidenciou que
os isolados mais predominantes foram oriundos de colonizagdo. Portanto, é
importante considerar que pacientes colonizados sao potenciais fontes de infeccao
por bactérias resistentes, sendo transmitidas e desencadeadas no ambiente
hospitalar. Considerando isso, € crucial isolar esses pacientes como medida de
prevencao e controle da disseminagao de bactérias MDR nos centros de saude.

K. pneumoniae XDR e MDR tém sido cada vez mais relatadas em todo o
mundo, tanto colonizando quanto infectando pacientes, mesmo antes da pandemia da
covid-19 (ANVISA, 2020). Em um estudo comparativo no Irda (DAVOUDABADI et al.,
2023) entre isolados de K. pneumoniae coletados durante 2018 a 2020, 84,6% dos
isolados eram MDR; 13,5% XDR; e 1,9% pandroga-resistentes (PDR). Em 2019, Pons
e colaboradores (2019), em um hospital publico de Minas Gerais, demonstraram que
a prevaléncia de K. pneumoniae em diferentes sitios de infeccdes apresenta
resisténcia a maioria dos antimicrobianos geralmente utilizados em UTls (60%).
Diante disso, considera-se que com o passar dos anos a K. pneumoniae vem

mostrando um aumento significativo da resisténcia a antibiéticos.

5. 2. OCORRENCIA DOS GENES DE RESISTENCIA BLAKPC E BLANDM

Os resultados da deteccdo dos genes de resisténcia mostram uma alta
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prevaléncia do gene blanom nos isolados coletados nos anos 2021 (66%) e 2022 (80%)
quando comparados com os isolados coletados em 2019 (20%) (figura 3). Esses
dados corroboram com estudos recentes, nos quais o gene blanom tém sido
identificado em diversas regides do mundo (AFRIDI et al., 2023; MONTEIRO et al.,
2023; KHAN et al., 2023). Em Portugal foi relatado um surto de K. pneumoniae
associada ao gene blanom durante a pandemia de covid-19, mesmo enquanto medidas
de contencdo e prevencao foram admitidas para reducdo de disseminagao de
microrganismos. Estudos conduzidos na América do Sul tém reportado um aumento
notavel do gene blanom nos ultimos anos em isolados de K. pneumoniae, como
apontado por Quezada-Aguiluz et al. (2022). Adicionalmente, trabalhos do nosso
grupo de pesquisa tem detectado o gene blanom em bactérias gram-negativas desde
2019 (SCAVUZZI et al., 2019; FIRMO et al., 2020, OLIVEIRA et al., 2020; BELTRAO
et al., 2021; DE OLIVEIRA ALVES et al., 2022).

O aumento significativo na prevaléncia do gene blanom em 2021 e 2022
comparado ao periodo pré-pandémico em 2019, é preocupante visto que estudos
mostram que a enzima NDM tem um maior poder de hidrélise aos antimicrobianos

quando comparadas a outras carbapenemases (MENDES et al., 2022).

Figura 3 — Genes de resisténcias detectados nos isolados de K. pneumoniae coletados em um
hospital publico de Recife-PE, antes da pandemia de covid-19 (2019) e durante a pandemia (2021 e
2022).
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Considerando que o gene blaxpc foi por muito tempo o principal determinante
de resisténcia aos carbapenémicos em bactérias gram-negativas, em nosso estudo,
foi observado maior prevaléncia (60%) do gene blakec apenas nos isolados de K.

pneumoniae coletados em 2019. Nos isolados coletados nos anos de 2021 e 2022
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(periodo de pandemia da covid-19), a ocorréncia do gene blakrc diminuiu para 26%
(4/15) e 7% (1/15), respectivamente. Em contraste com esses achados, Do Valle
Barroso e colaboradores (2023), em Sao Paulo, observaram um aumento exponencial
na ocorréncia de resisténcia aos carbapenémicos, sendo o gene blakec sendo o mais
detectado entre as K. pneumoniae MDR. E importante ressaltar a necessidade
continua de monitoramento da resisténcia bacteriana e estudos mais abrangentes
para elucidar as diferencgas regionais e temporais na disseminagdo desse gene de
resisténcia.

No periodo de 2019, antes da pandemia, foi observado maior prevaléncia da
deteccado simultdnea dos genes blakec e blanom (20%) em um mesmo isolado
bacteriano, quando comparado ao periodo pandémico (2021 e 2022), onde a detecg¢ao

simultdnea dos genes foi observado em apenas um isolado em cada ano.

5. 3. AVALIACAO DA FORMAGAO DE BIOFILME

Através do método qualitativo de formacao de biofilme em microplacas, todos
os isolados de K. pneumoniae analisados durante os diferentes periodos da pandemia
da covid-19 (2019, 2021, 2022) foram capazes de produzir biofilme. Dentre os isolados
provenientes do ano de 2019, cinco foram classificados como fortemente aderentes a
microplaca de titulagédo (33%) e nove foram moderadamente aderentes (60%) (Tabela
2). Nesses isolados fortemente e moderadamente aderentes houve prevaléncia de
amostras de sitios de infecgbes (secrecao traqueal, secregédo de ferida e sangue),
possivelmente associadas a utilizacdo de dispositivos invasivos nas unidades
hospitalares. Analisando esses isolados produtores de biofilme, 57% (8/14) foram
portadores do gene blakec, enquanto 21% (3/14) foram portadores do gene blanpw.
Observou-se que 21% (3/14) desses isolados apresentaram a coexisténcia dos genes
blakpc € blanom. Em uma pesquisa realizada no Bangladesh, 100% dos isolados de K.
pneumoniae coletados em 2019 foram capazes de produzir biofilme, com prevaléncia
do gene blakec (55,2%) (MAHMUD et al., 2022), corroborando com os resultados
deste trabalho.

Com relagao aos isolados de K. pneumoniae obtidos durante o periodo com
maior numero de casos de covid-19 em 2021, seis (40%) foram classificados como
fortemente produtores de biofilme, e nove (60%) foram produtores moderados (Tabela

3). Nesse periodo, 13% (2/15) dos isolados de K. pneumoniae foram obtidos a partir
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de amostras de colonizagdo, enquanto 80% das amostras foram de origem de
infeccdes. Segundo os resultados da pesquisa realizada por Karimi et al. (2021), altas
porcentagens (74,5%) de isolados de K. pneumoniae oriundos do tubo traqueal foram
capazes de formar biofilme no periodo de 2021 enquanto nesta pesquisa, os isolados
provenientes de amostras de sangue foram os maiores produtores de biofilme.

Entre os isolados de K. pneumoniae coletados em 2022, onze (73%) foram
classificados como produtores moderados de biofilme, sendo grande parte (8/11)
provenientes de amostras de colonizagdo (73%). Dentre esses, sete (88%) foram
portadores do gene blanowm, ressaltando a importancia de culturas de vigilancia para
reduzir o risco de transmissao entre pacientes e, dessa forma, diminuir os casos de
IRAS, ndo apenas durante surtos, mas também como uma medida de prevencao e
controle em ambientes endémicos.

Neste trabalho foi evidenciado que dentre os 15 isolados clinicos de K.
pneumoniae coletados no ano de 2022 capazes de produzir biofiime, 80% (12/15)
apresentavam o gene blanom. Em um estudo realizado no Reino Unido em 2022 por
Al- Bayati (2022), notou-se que uma cepa de K. pneumoniae portadora do gene blanom
produzia uma maior quantidade de biofilme quando comparada a uma nao portadora
do gene, corroborando com os resultados deste estudo. Pode-se sugerir que 0os genes
de resisténcia presentes na K. pneumoniae podem ter um papel significativo na
formacao de biofilme. Estudos sugerem que genes de resisténcia presentes em
plasmideos especiais podem regular esse processo (AL-BAYATI et al., 2022). Essa
descoberta enfatiza a importancia de entender a relagcéo entre os genes de resisténcia
e a formacao de biofilme para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle
de infec¢Oes associadas a esses microrganismos.

E importante destacar que todos os isolados de K. pneumoniae com os genes
blakec € blanom simultaneamente presentes, foram classificados como produtores
moderados de biofilme, evidenciando o acumulo de mecanismos de resisténcia e
viruléncia em um mesmo isolado bacteriano. Tal fenbmeno € preocupante, uma vez
gue a combinagao desses fatores pode levar a infecgdes mais graves e resistentes a
tratamentos antimicrobianos convencionais, conforme observado por Elias et al.
(2023).

Foi observado que o periodo de maior incidéncia de isolados de K. pneumoniae
fortemente produtores de biofilme coincide com o periodo de maior numero de casos

da pandemia pela covid-19, em 2021. Ghanizadeh et al. (2021) investigou a
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capacidade de formacao de biofilme por K. pneumoniae isoladas de pacientes com
covid-19 e pneumonia associada a ventilagdo mecanica (PAV), e os resultados
obtidos indicaram que parte dos isolados (42,8%) apresentaram capacidade de
formagao de biofiime, o que pode agravar a condigdo respiratoria dos pacientes

internados.
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Tabela 2. Identificagdo do isolado, data de coleta, setor hospitalar, origem da amostra, concentragdo minima inibitéria, genes de resisténcia, produgéo de
biofilme e densidade 6ptica dos isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de um hospital publico de Recife-PE, coletados antes da pandemia da covid-
19 no ano de 2019.

Isolado Data de Setor Origem da Concentragao Minima Inibitéria (CMI) Gepef def Biofilme DO
Coleta amostra Resisténcia
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K1-A4 07/03/2019 UTI Sangue |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); IMI (>8); LVX (>4); blakec
MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado 153
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K2-A4 12/03/2019 UTI Swab Retal |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); | blakrc; blanom
LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado 167
Secrecdo AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K4-A4 29/03/2019 UTI Tra u?aal CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); IMI (>8); LVX (>4); blakec
q MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Forte 194
Secrecdo AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K5-A4 30/03/2019 uco2 Tra u?aal CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); blakec
q LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado 161
Secrecdo de AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K7-A4 10/05/2019 |CARDIOLOGIA Feﬁda CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); blakec
LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Forte 200
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K9-A4 01/04/2019 [CARDIOLOGIA| Swab Retal |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); blakec
LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado 156
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K10-A4 01/04/2019 uco2 Swab Retal |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); blakec
LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado 147
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16); ]
K12-A4 23/04/2019 UTI Swab Retal CTZ (>16): CTX (>4): CIP (>2): ERT (>1): GEN (>8): IMI (>8); blakpc;blanom Moderado 136




LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38).
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AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);

K15-A4 | 09/04/2019 EMZF{EiiTC'A Sangue |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); LVX (>4); blakec
MER (>32); PIT (>64/4). Fraco 85
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K18-A4 | 11/04/2019 |CARDIOLOGIA| Swab Retal |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); IMI (>8); LVX (>4); blanow
MER (>32); PIT (>64/4). Forte 185
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K25-A4 | 25/06/2019 uTI Sangue |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); COL (>4); ERT (>1); GEN (>8); |blapc; blanom
IMI (>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado | 155
EMERGENCIA AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K36-A4 | 07/10/2019 GERAL Sangue |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); blakec
LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Forte 209
EMERGENCIA AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K40-A4 | 09/10/2019 GERAL Sangue |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); blaxec
LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado | 163
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K42-A4 | 19/10/2019 uTl Sangue |CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); IMI (>8); LVX (>4); blanowm
MER (>32); PIT (>64/4). Forte 186
Liquido |AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CFO (>16);
K43-A4 | 20/10/2019 uTl Pliural CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); IMI (>8); LVX (>4); blanowm
MER (>32); PIT (>64/4). Moderado | 140

K- K. pneumoniae; DO - Densidade Optica; UTI - Unidade de Terapia Intensiva; AMI — amicacina; AMP — ampicilina; SAM- ampicilina/sulbactam; CFZ — cefazolina; CPM —

cefepima;CTZ - Ceftazidima, CIP- ceftazidima; CTX- ceftriaxona; CIP — ciprofloxacina; COL — colistina; ERT —ertapenem; FG6- Fosfomicina com G6P; GEN — gentamicina,

IMI- imipenem; LVX — levofloxacina; MER — meropenem; PIT- Piperacilina-Tazobactam; SXT- Trimetoprim-Sulfametoxazol; VAN-Vancomicina.
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Tabela 3. Identificagcdo do isolado, data de coleta, setor hospitalar, origem da amostra, concentragdo minima inibitdria, genes de resisténcia, producao de

biofilme e densidade 6ptica dos isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de um hospital publico de Recife-PE, coletados antes da pandemia da covid-
19 no ano de 2021.

Isolado Data de Setor Origem da Concentragcdao Minima Inibitéria (CMI) Ge_nef de_ Biofilme DO
Coleta amostra Resisténcia
AMI (>16); AMP (>16); SAM (>16/8); CPM (>16); CTZ (>16);
K2-A5 18/05/21 UTI SRAG 2 Swab Retal |CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); FG6 (>64); GEN (>8); IMI blanom
(>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). Moderado 110
AMP (>16); SAM (>16/8); CPM (>16); CTZ (>16); CTX (>4);
K3-A5 29/05/21 UTI SRAG Sangue CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4); MER blanpm
(>32); PIT (>64/4). Forte 140
Ponta de AMP (>16); SAM (>16/8); CPM (>16); CTZ (>16); CTX (>4);
K4-A5 02/06/21 UTI SRAG Cateter CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4); MER blanpbm
(>32); PIT (>64/4). Moderado 129
AMP (>16); SAM (>16/8); CPM (>16); CTZ (>16); CTX (>4);
K5-A5 03/06/21 UTI SRAG 1 Swab Retal |CIP (>2); ERT (>1); FG6 (>64); GEN (>8); IMI (>8); LVX blakrc
(>4); MER (>32); PIT (>64/4). Moderado | 126
UTI GERAL AMI (>16); AMP (>16); SAM (>16/8); CPM (>16); CTZ (>16);
K6-A5 30/04/21 SRAG 1 Sangue CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); FG6 (>64); GEN (>8); IMI
(>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4). blanpbm Forte 149
UTI GERAL AMI (>16); AMP (>16); SAM (>16/8); CPM (>16); CTZ (>16);
K7- A5 18/05/21 SRAG 1 Sangue CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>2);
MER (>8); PIT (>64/4). blanpbm Forte 214
UTI GERAL AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>16); CPM (>16); CTZ
K10-A5 05/05/21 SRAG 2 Sangue (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); IMI (>8); LVX (>4);
MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blakec Forte 174
K12-A5 22/06/21 UTI GERAL 3 Ponta de AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
SRAG 1 Cateter CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); IMI (>8); LVX (>4); MER blanpbm Forte 194
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(>16); PIT (>64/4).
AMP (>16): SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
K13- A5 27/05/21 UTS:FSO‘EGR?:'S Pg;‘tt:t:f CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4);
MER (>16); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blakpc Forte 156
UTI GERAL 3 AMI (>16); AMP (>16); SAM (>16/8); CPM (>16); CTZ (>16);
K23-A5 13/08/21 SRAG 1 Traqueal  |CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4);
MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blaxov | Moderado | 127
AMI (>16); AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16);
K32-A5 28/08/21 UTI Traqueal |CTZ (>16); CTX (>4): CIP (>2); ERT (>!); GEN (>8); IMI
(>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blanow; blakec | Moderado | 89
_ |AMI (>16); AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16);
K36-A5 23/09/21 UT'Sgigfw Stffacrﬁgzlo CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>!); GEN (>8); IMI
q (>8); LVX (>4): MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blaxov | Moderado | 110
UTI GERAL 3 AMP (>16): SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
K43-A5 09/10/21 SRAG 1 Traqueal  |CTX (>4); CIP (>2); ERT (>!); FG6 (>65); IMI (>8); LVX (>4);
MER (>32); PIT (>64/4). blakrc | Moderado | 131
UTI GERAL 3 AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
K45-A5 08/10/21 SRAG 1 Sangue  |CTX (>4); CIP (>2); ERT (>!); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4):
MER (>32): PIT (>64/4); SXT (>2/38). blaxov | Moderado | 105
UTI GERAL 3 AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
K47-A5 16/10/21 SRAG 1 Sangue  |CTX (>4); CIP (>2); ERT (>!); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4):
MER (>32): PIT (>64/4); SXT (>2/38). blaxov | Moderado | 105

K- Klebsiella pneumoniae; DO - Densidade Optica; UTI - Unidade de Terapia Intensiva; UTI GERAL SRAG: Unidade de Terapia Intensiva Geral de Sindrome Respiratéria

Aguda Grave; UTlI SRAG: Unidade de Terapia Intensiva de Sindrome Respiratéria Aguda Grave; AMI — amicacina; AMP — ampicilina; SAM- ampicilina/sulbactam; CFZ —

cefazolina; CPM — cefepima;CTZ - Ceftazidima, CIP- ceftazidima; CTX- ceftriaxona; CIP — ciprofloxacina; COL — colistina; ERT —ertapenem; FG6- Fosfomicina com G6P; GEN

— gentamicina, IMI- imipenem; LVX — levofloxacina; MER — meropenem; PIT- Piperacilina-Tazobactam; SXT- Trimetoprim-Sulfametoxazol; VAN-Vancomicina.
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Tabela 4. Identificagcdo do isolado, data de coleta, setor hospitalar, origem da amostra, concentragdo minima inibitdria, genes de resisténcia, producao de

biofilme e densidade optica dos isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de um hospital publico de Recife-PE, coletados antes da pandemia da covid-
19 no ano de 2022.

Isolado Data de Setor hospitalar Origem da Concentragao Minima Inibitéria (CMI) Ge.ne'f d? Proslu.gao DO
Coleta amostra Resisténcia | de biofilme

AMI (>32); AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16);
CTZ (>16); CTX (>4); ERT (>1); FG6 (>64); GEN (>8); IMI

K1-A6 17/10/22 uco2 Swab Retal |(>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blanowm Moderado 128
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTX (>4);

EMERGENCIA CTZ (>16); CIP (>2); ERT (>1); FG6 (>64); IMI (>8): LVX (>4);

K2-A6 18/10/22 AMARELA Urina MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blanowm Moderado 209
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4);

K3-A6 19/10/22 uTI Sangue MER (>32); PIT (>64/4); SXT (>2/38). blanowm Moderado 156
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>4); CIP
(>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4); MER (>32); PIT

K4-A6 20/10/22 uTI Swab Retal |(>64/4); SXT (>2/38). blanowm Moderado 146
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>4); CIP
(>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4); MER (>32); PIT

K5-A6 21/10/22 uTI Sangue (>64/4); SXT (>2/38). blanowm Moderado 146
AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTX (>4); CIP

EMERGENCIA (>2); ERT(>1); IMI (>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4);

K7-A6 24/10/22 CoVID Urina SXT (>2/38). blanowm Moderado 177
AMP (>16): SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
LVX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4);

K8- A6 07/11/22 UTINEO Swab Retal |MER (>32); PIT (>64/4); blanowm Fraco 122




K9-A6

08/11/22

UTINEO

Swab Retal

AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
LVX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); CIP (>2);
MER (>32); PIT (>64/4).

blanpm

Moderado
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126

K12-A6

09/11/22

uTl

Sangue

AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
CTX (>4); CIP (>1); ERT (>1); IMI (>8); LVX; MER (>32); PIT
(>64/4); SXT (>2/38).

blanpm

Fraco

97

K13-A6

10/11/22

uTl

Secregao de
Ferida

AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
CTX (>4); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4); MER (>32);
PIT (>64/4); TIG (>2); SXT (>2/38).

blakpc; blanom

Moderado

157

K14-A6

15/11/22

uTl

Swab Retal

AMI (>32); AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16);
CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); FG6 (>64); GEN
(>8); IMI (>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4): SXT (>2/38).

ND

Moderado

153

K15-A6

25/12/22

MATERNIDADE

Swab Retal

AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
CTX (>4): CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>2);
MER (>16); PIT (>64/4): VAN (>16).

blanpm

Moderado

140

K16-A6

09/12/22

uTl

Swab Retal

AMI (>32); AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16);
CTZ (>16); CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); FG6 (>64); GEN
(>8); IMI (>8); LVX (>4); MER (>32); PIT (>64/4): SXT (>2/38);
VAN (>16)

blanom

Moderado

153

K17-A6

29/12/22

uTl

Urina

AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); FG6 (>64); IMI (>8); LVX (>4);
MER (>16); PIT (>64/4); SXT (>2/38).

blaxkpc

Fraco

105

K18-A6

26/12/22

uco

Swab Retal

AMP (>16); SAM (>16/8); CFZ (>8); CPM (>16); CTZ (>16);
CTX (>4); CIP (>2); ERT (>1); GEN (>8); IMI (>8); LVX (>4);
MER (>16); PIT (>64/4): SXT (>2/38).

blanom

Moderado

174

Intensiva Coronariana; UTI NEO-

K- K. pneumoniae; DO - Densidade Optica; UTI - Unidade de Terapia Intensiva; UCO - Unidade de Terapia Intensiva Coronariana; UCO2 - Segunda Unidade de Terapia
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal; AMI — amicacina; AMP — ampicilina; SAM- ampicilina/sulbactam; CFZ — cefazolina; CPM —

cefepima;CTZ - Ceftazidima, CIP- ceftazidima; CTX- ceftriaxona; CIP — ciprofloxacina; COL — colistina; ERT —ertapenem; FG6- Fosfomicina com G6P; GEN — gentamicina, IMI-
imipenem; LVX — levofloxacina; MER — meropenem; PIT- Piperacilina-Tazobactam; SXT- Trimetoprim-Sulfametoxazol; VAN-Vancomicina: ND - ndo detectado.
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6 CONCLUSAO

e Amicacina e colistina foram os antimicrobianos de melhor atividade para inibir
os isolados clinicos K. pneumoniae, tanto no periodo antes da pandemia da
covid-19 (2019), como durante (2021 e 2022).

e Os isolados de K. pneumoniae coletados durante a pandemia (2021 e 2022)
apresentaram maior resisténcia a amicacina quando comparados com o0s
isolados coletados no ano de 2019.

e Os isolados de K. pneumoniae apresentaram resisténcia as cefalosporinas de
4° geracao e quinolonas em todos os periodos analisados.

e Todos os isolados de K. pneumoniae analisados foram produtores de biofiime,
sendo a maioria classificado como moderadamente aderente.

e Em 2021, ano de maior numero de casos da covid-19, houve aumento da
prevaléncia de isolados clinicos de K. pneumoniae fortemente produtores de
biofilme em relagao aos anos de 2019 e 2022.

e Os isolados clinicos de K. pneumoniae considerados moderadamente e
fortemente produtores de biofilme, foram em sua maioria provenientes de
cultura de vigilancia (swab retal).

e O gene blanom teve maior ocorréncia no periodo durante a pandemia da covid-
19 (2021 e 2022).

e O gene blakrec apresentou uma baixa prevaléncia nos anos de 2021 e 2022
quando comparado ao periodo antes da pandemia do coronavirus (2019).
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