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RESUMO 

  

Foi investigada a ocorrência de genes de resistência a quinolonas (qnrA, qnrB e qnrS), a 

presença de mutações em gyrA, gyrB e parC, a expressão de bombas de efluxo (acrB e 

acrF) e mutações no gene ramR, como também foi avaliado alterações ultraestruturais 

provocadas pela polimixina B, meropenem e pela associação entre polimixina B e 

meropenem  em isolados de Klebsiella pneumoniae portadores de blaKPC-2 provenientes de 

infecção e colonização, em pacientes de hospitais de Recife-PE, Brasil. Trinta isolados de 

K. pneumoniae foram selecionados para este estudo, destes, seis isolados foram 

selecionados para seqüenciamento de DNA e dois foram selecionados para detecção de 

alterações ultraestruturais. A detecção dos genes qnr, acrB e acrF foram realizadas por 

PCR seguidas por sequenciamento de DNA. As mutações em ramR e nas QRDRs de gyrA, 

gyrB e parC foram detectadas por sequenciamento, a expressão das bombas de efluxo foi 

determinada por RT-PCR e as alterações ultraestruturais foram detectadas por microscopia 

eletrônica de transmissão e varredura. Dos isolados analisados, 73,3% (n=22) apresentaram 

o gene qnrB, sendo detectadas por seqüenciamento as variantes qnrB1 e qnrB12. Esse é o 

primeiro relato publicado da presença de genes qnrB1 e qnrB12 com blaKPC-2 em K. 

pneumoniae, como também o primeiro relato mundial da presença do gene qnrB12 em K. 

pneumoniae. Foram observadas mutações em gyrA S83 em dois isolados e mutação em 

ramR em um isolado. Todos os isolados apresentaram genes para as bombas de efluxo 

acrB e acrF. A RT-PCR realizada mostrou que as bombas estavam sendo expressas. 

Quando submetidos à concentração clinicamente relevante para meropenem, a análsie de 

microscopia eletrônica mostrou que os isolados apresentaram alterações morfológicas, 

retração do material citoplasmático, incapacidade de divisão celular, rompimento da parede 

celular e extravasamento do conteúdo citoplasmático. Quando submetidos à concentração 



clinicamente relevante de polimixina B os isolados apresentaram perda de membrana 

celular, retração do material citoplasmático, extravasamento do conteúdo citoplasmático e 

presença de compartimento membranares. Quando submetidos à concentração 

clinicamente relevante de meropenem associado com polimixina B, os isolados 

apresentaram uma maior intensidade das alterações ultraestruturais visualizadas. Portanto, 

foi observada uma maior alteração celular quando os isolados eram submetidos à 

associação de meropenem e polimixina. Os resultados obtidos são preocupantes porque 

foram detectados isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC-2, qnrB, mutação 

em gyrA, expressão de bombas de efluxo acrB e acrF e mutação em ramR, infectando  e 

colonizando pacientes, podendo ser importantes reservatórios para disseminação de 

diversos mecanismos de resistência no ambiente hospitalar.   

  

Palavras-chaves: Klebsiella pneumoniae; qnrB1; qnrB12; Bomba de efluxo; gyrA; 

ramR e alterações ultraestruturais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ABSTRACT 

  

The occurrence was investigated of genes resistant to the quinolones (qnrA, qnrB and 

qnrS), the presence of mutations in gyrA, gyrB and parC, the expression of efflux pumps 

(acrB and acrF), mutations in the ramR gene. Also assessed were ultrastructural changes 

provoked by polymyxin B, meropenem and by the association between polymyxin B and 

meropenem in isolated Klebsiella pneumoniae isolates carriers of blaKPC-2 coming from 

infection and colonization, in patients of hospitals in Recife, Brazil. Thirty isolates of K. 

Pneumoniae were selected for this study. Of these, six isolates were selected for DNA 

sequencing and two were selected to detect ultrastructural changes. The detection of the 

qnr, acrB and acdF genes were performed by PCR followed by DNA sequencing. 

Mutations in ramR and in the QRDRs of gyrA, gyrB and parC were detected by 

sequencing. The expression of efflux pumps was determined by RT-PCR and the 

ultrastructural changes were detected by transmission electron microscopy and scanning. 

Of the isolates analyzed, 73.3% (n=22) presented the qnrB gene, which was detected by 

sequencing the qnrB1 and qnrB12 variants. This is the first published account of the 

presence of qnrB1 and qnrB12 genes with blaKPC-2 in K. Pneumoniae, as well as being the 

first report in the world of the presence of the qnrb12 gene in K. Pneumoniae. Mutations 

were observed in gyrA S83 in two isolates and mutation in ramR in one isolate. All the 

isolates presented genes for acrB and acrF efflux pumps. The RT-PCR performed showed 

that the pumps were being expressed. When subjected to the clinically relevant 

concentration for meropenem, the electron microscopy analysis showed that the isolates 

presented morphological changes, retraction of the cytoplasmic material, inability of cell 

division, rupture of the cell wall and extravasation of the cytoplasmic content. When 

submitted to the clinically relevant concentration for polymyxin, the isolates showed loss 

of cell membrane, retraction of the cytoplasmic material, extravasation of the cytoplasmic 

content and presence of membrane compartments. When submitted clinically relevant 

concentration for meropenem associated with polymyxin B, the isolates presented a higher 

intensity of the ultrastructural changes visualized. Therefore, a greater cellular change was 

observed when the isolates were submitted to the association of meropenem and 

polymyxin B. The results obtained are disturbing because what were detected were K. 

Pneumoniae isolates carriers of the blaKPC-2 gene, qnrB, mutation in gyrA, expression of 



acrB and acrF efflux pumps and mutation in ramR, infecting and colonizing patients and 

may be important reservoirs for disseminating several resistance mechanisms in hospitals. 
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Klebsiella pneumoniae são bacilos gram-negativos associados a uma variedade de 

infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS), que afetam as vias urinárias, o trato 

respiratório, as feridas cutâneas e a via sistêmica, causando bacteremia, pneumonia, 

abscesso hepático e infecções do trato urinário (Siu et al., 2012 e  Chiu et al., 2013). Essa 

espécie bacteriana vem se destacando pelo desenvolvimento de diversos mecanismos de 

resistência aos antimicrobianos. Pacientes com infecção ou pacientes crônicos colonizados 

necessitam de cuidados médicos em longo prazo, podendo desempenhar um importante 

papel na disseminação desses patógenos extremamente resistentes (Lin et al., 2013).  

Os carbapenêmicos tornaram-se o tratamento de escolha para infecções graves 

causadas por patógenos hospitalares gram-negativos, incluindo a família 

Enterobacteriaceae produtoras de β-lactamases de espectro estendido (ESBLs).  O aumento 

do uso dos carbapenêmicos foi previsivelmente seguido pelo aparecimento da resistência a 

estes antimicrobianos (Cabral et al., 2012 e Jain et al., 2013). A enzima Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase (KPC) confere resistência a todos os β-lactâmicos, incluindo 

os carbapenêmicos (Lolans et al., 2010). Neste caso, o uso de fluoroquinolonas tem sido 

considerado uma opção terapêutica adequada, no entanto, vários estudos indicam um 

aumento percentual de cepas de enterobactérias resistentes a esta classe de antimicrobianos 

(Yang et al., 2010, Padilla et al., 2010 e Paiva et al., 2012). 

A alta prevalência de pacientes colonizados em UTI e mortalidades significativas 

associadas com a infecção de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC demonstram a 

importância da identificação, isolamento e tratamento precoce destes pacientes (Lin et al., 

2013; Papadimitriou-Olivgeris et al., 2013).  

As fluoroquinolonas tornaram-se os antimicrobianos mais prescritos em todo o 

mundo devido ao seu amplo espectro de ação (Aldred et al., 2014), sendo as enzimas 

bacterianas, DNA girase e topoisomerase IV seu alvo de ação (Fábrega et al., 2009). 

Diferentes mecanismos estão envolvidos no desenvolvimento de resistência às 

fluoroquinolonas: mutações nas subunidades da DNA girase (genes gyrA e gyrB) e da 

topoisomerase IV(genes parC e parE), presença do gene qnr em elementos genéticos 

móveis, hiperexpressão de bomba de efluxo e perda ou redução de porinas (Guan et al., 

2013).    

As mutações pontuais cromossômicas nos genes que codificam a DNA girase e 

topoisomerase IV são clinicamente relevantes quando combinados com bombas de efluxo, 

o que contribuem para altos níveis de resistência a fluoroquinolona em K. pneumoniae 
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(Takatsuka et al 2010). O sistema de efluxo multidrogas AcrAB-TolC é um dos mais 

envolvidos nessa resistência  (Padilla et al., 2010). AcrAB-TolC e AcrEF-TolC estão 

presente na maioria das enterobactérias e o aumento da expressão dessas bombas resulta 

em redução das concentrações intracelulares de vários antimicrobianos, incluindo 

fluoroquinolonas, β-lactâmicos, macrolídeos, tetraciclina, cloranfenicol e tigeciclina 

(Zheng et al., 2009 e Bialek-Davenet et al., 2011), 

A expressão do operon acrAB é regulada pelo seu repressor local acrR e também é 

influenciada por vários ativadores globais de transcrição. O gene ramR é um repressor 

transcricional do gene ramA, sendo esse último um regulador positivo do sistema de efluxo 

AcrAB, ou seja, controla aumentando a expressão de acrAB (Bialek-Davenet et al 2011). 

O gene ramR é um fator importante na redução da multirresistência, pois reprime ramA 

diminuindo a expressão dos genes do sistema de efluxo multidrogas AcrAB-TolC. 

Portanto, mutações em ramR pode resultar em superexpressão de acrAB (Bialek-Davenet 

et al 2011). No entanto, estes reguladores têm sido estudados principalmente em 

Escherichia coli e Salmonella entérica e pouco é conhecido sobre o seu papel em K. 

pneumoniae (Bialek-Davenet et al 2013).  

Além de mutações cromossômicas em DNA girase e Topoisomerase IV, 

suprexpressão de bombas de efluxo e ação de seus reguladores, os genes qnr presentes em 

plasmídeos mediando resistência a quinolonas (PMQR), podem também reduzir os níveis 

de sensibilidade a esses antimicrobianos, (Paiva et al 2012). A presença de genes 

plasmidiais qnr, transferíveis horizontalmente, pode ser responsável pela relativa facilidade 

com que a resistência a fluoroquinolonas desenvolve-se (Kim et al., 2009). Atualmente, 

pelo menos, cinco grupos principais de determinantes qnr (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD e qnrS) 

foram relatados em enterobacteriaceae e qnrCV em Vibrio cholerae (Yang et al., 2010, 

Fonseca et al., 2012, Ferrari et al., 2013, Ferjani et al., 2014).  

Alguns organismos produtores de KPC usualmente apresentam também resistência 

associada às fluoroquinolonas, o que pode ser justificado pela presença do gene qnr 

acompanhados pelo gene blaKPC no mesmo plasmídeo (Mendes et al., 2008 Endimiani et 

al., 2008,  Chmelnitsky et al., 2008). Essa ligação pode ser uma das razões para a alta 

freqüência de resistência à quinolonas observada em bactérias produtoras de KPC.  

As polimixinas são reservadas para a terapia remanescente de infecções causadas 

por bactérias produtoras de KPC, pois a maioria destes organismos manteve 

susceptibilidade a esses antimicrobianos (Dubrovskaya 2013). A modalidade de tratamento 
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mais usual para organismos produtores de KPC, inclusive no Brasil, é o uso da terapia 

combinada, por exemplo, a polimixina B ou o polimixina E, em associação com 

carbapenêmico, aminoglicosídeos ou tigeciclina (Nota técnica da Anvisa n°01/2013). Essas 

associações foram recentemente associadas com melhora da sobrevida de pacientes com 

bacteremia (Muoez-price et al., 2013 e Lee et al., 2013). Na era da crescente resistência 

associada a uma diminuição do arsenal de antibióticos, a atenção deve ser levada ao papel 

da terapia combinada (Lee et al., 2013). Concentração inibitória mínima (CIM) de agentes 

antimicrobianos do grupo dos beta-lactâmicos pode afetar a produção dos componentes da 

parede celular bacteriana, resultando em sua redução significativa. Estudos realizados com 

K. pneumoniae multi-resistentes e produtoras de β-lactamases, determinaram que  bactérias  

tratadas  com  CIM  de β-lactâmicos respondem  com  uma  significante  alteração  da  

morfologia  celular  e  grandes  distúrbios metabólicos (Veras et al., 2014).  

Até o presente momento não existem estudos brasileiros publicados que avaliem a 

presença dos genes qnr, como também a presença de mutações em gyrA, gyrB e parC, nos 

isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC, adicionalmente, não existe no 

Brasil, relatos na literatura pesquisada do sistema de efluxo acrAB-TolC, acrEF-TolC e 

seus reguladores em K. pneumoniae. Considerando que o Brasil tem um das mais altas 

percentagens de resistência às quinolonas dentre os países da América Latina, é relevante 

detectar quais mecanismos genéticos de resistência a quinolonas estão presentes em 

isolados de K. pneumoniae  provenientes de infecção e colonização de pacientes de Recife-

PE, como também são necessários estudos que possibilitem avaliar e comparar alterações 

ultraestruturais provocados por polimixina B, meropenem e combinações de polimixina B 

com meropenem em isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC.  
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2.1 Klebsiella pneumoniae 

 

 O gênero Klebsiella, pertencente à família Enterobacteriaceae, é representado por 

bacilos gram-negativos, fermentadores de carboidratos, que fazem parte da microbiota 

entérica comensal, como também podem ser encontrados na água, nos vegetais e no solo. 

Esses bacilos estão associados a uma variedade de infecções, principalmente hospitalares, 

que afetam as vias urinárias, o trato respiratório, as feridas cutâneas e, algumas vezes, 

causam septicemia e meningite (Pan et al., 2008 e Padilla et al., 2010). A fonte de infecção 

imediata na maioria dos casos é a microbiota endógena do paciente. As infecções causadas 

por Klebsiella acometem principalmente portadores de diabetes mellitus, neonatos e 

imunocomprometidos (Fang et al., 2004). 

 O gênero Klebsiella foi descrito pela primeira vez em 1885 por Trevisan e foi 

designado em homenagem ao famoso microbiologista alemão Edwin Kleb, sendo dois anos 

mais tarde (1887) descrita a espécie K. pneumoniae (Koneman et al., 2008; Tang et al., 

2014). Taxonomicamente, as espécies do gênero Klebsiella são classificadas em K. 

pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp.ozaenae, K. pneumoniae subsp. 

rhinoscleromatis, K. oxytoca, K. terrigena, K. planticola, K. ornithinolytica 

(Orskov&Orskov, 1984). Usualmente refere-se à espécie K. pneumoniae subsp. 

pneumoniae como K. pneumoniae, e às outras duas subespécies como K. ozaenae e K. 

rhinoscleromatis (Brisse e Verhoerf, 2001). Klebsiella ozaenae é isolada do nariz em casos 

de ozena (atrofia fétida das mucosas) e K. rhinoscleromatis é isolada de lesões 

granulomatosas destrutivas do rinoscleroma (Brisse e Verhoerf, 2001 e Alterthum, 2008).  

 As espécies K. terrigena, K. planticola e K. ornithynolytica foram  reclassificados 

taxonomicamente, em um novo gênero chamado Raoutella (Drancourt et al., 2001). A 

estrutura filogenética do gênero Klebsiella foi reanalisada (Brisse; Verhoef, 2001; Boye; 

Hansen, 2003; Rosenblueth et al., 2004; Drancourt et al., 2005). Esses estudos mostram a 

complexidade taxonômica deste organismo. Duas novas espécies foram descritas: (1) 

Klebsiella variicola foi considerada uma nova espécie baseando-se principalmente na 

análise das seqüências dos genes rpoB, gyrA, mdh, infB, phoE e nifH, (Rosenblueth et al., 

2004)  e (2) Klebsiella singaporensis, baseado nas sequências dos genes de RNAr 16S e  

do gene rpoB. Tanto K. pneumoniae, quanto K oxytoca são as principais espécies do 

gênero responsáveis por infecções hospitalares, sendo a K. pneumoniae a espécie 

clinicamente mais importante, devido à associação com altas taxas de mortalidade e por ser 
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frequentemente envolvida em  surtos nosocomiais (Haryani et al., 2007 e Oliveira et al.,  

2010). 

As espécies de Klebsiella são imóveis, não esporuladas, e geralmente exibem 

colônias mucóides e de consistência viscosa quando encontradas em placas com meios de 

isolamento (Figura 1). Este microrganismo é envolvido por cápsulas polissacarídicas que 

são consideradas o maior fator de virulência em K. pneumoniae, nas quais estão presentes 

diferentes antígenos que permitem a diferenciação da Klebsiella em diversos sorotipos 

(Lawlor et al., 2006 e Tu et al., 2009). Muitas cepas hidrolisam uréia lentamente e 

produzem uma cor rosa-pálida na superfície inclinada do ágar uréia de Christensen. A 

produção de indol a partir do triptofano pode ser utilizada para separar as duas espécies 

principais: K. pneumoniae é indol-negativa e K. oxytoca é indol-positiva (Tabela 1). 

Algumas espécies do gênero Enterobacter podem ser muito similares a espécies do gênero 

Klebsiella em muitas provas bioquímicas, podendo ser diferenciadas basicamente pela 

motilidade e ornitina descarboxilase, nas quais espécies de Enterobacter são positivas e 

espécies de Klebsiella são negativas (Koneman et al., 2008).  

 

                Figura 1. Isolamento de Klebsiella pneumoniae em ágar MacConkey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Fonte:http://www.bacteriainphotos.com) 
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De acordo com o “SENTRY Antimicrobial Surveillance Program” (Biedenbach et 

al., 2004) no Brasil dentre as bactérias gram-negativas mais envolvidas em infecções 

relacionadas à assistência à saúde (IRAS) de acordo com o mesmo programa, destacam-se: 

Pseudomonas aeruginosa (30.3%), Escherichia coli (18.6%), Klebsiella pneumoniae 

(16.9%), Acinetobacter baunmannii (8.8%) e Enterobacter cloacae (7.1%). Apesar dos 

avanços da terapia antimicrobiana, a mortalidade e morbidade associadas a casos de IRAS 

continuam significantes mundialmente. 

De acordo com Lin et al., (2013) a distribuição de Enterobacteriaceae  produtoras 

de KPC foi semelhante entre os pacientes colonizados que permaneceram longo tempo em 

cuidados hospitalares agudos como em pacientes em cuidados agudos de curta duração na 

UTI dos hospitais- LTACHs. Entre 149 pacientes colonizados com KPC 87% (n = 129) 

foram espécies de K. pneumoniae as espécies restantes produtoras de KPC incluíram 

Enterobacter aerogenes (6%), E. coli (4%), E. cloacae (0,7%), e co-colonização por K. 

pneumoniae mais E. coli ou E. cloacae (2,7%). 

 

2.2 Antimicrobianos 

 

Em 1928, Alexander Fleming observou que o crescimento da bactéria 

Staphylococcus aureus foi inibido em uma área que circundava a colônia de um fungo que 

havia contaminado a placa de Petri. O fungo foi identificado como Penicillium notatum, e 

Testes  

bioquímicos 

E. coli K. ozaenae K. pneumoniae K. oxytoca Enterobacter Shigella Salmonella 

Lactose + + + + + - - 

Glicose + + + + + - + 

Sulfeto  

de hidrogênio 

- - - - - - + 

Urease - -/+ + + +/- - - 

Motilidade +/- - - - + - + 

Indol + - - + - +/- - 

Lisina + + + + +/- - + 

Citrato 

de Simmons 

- + + + + - + 

 Fonte: Adaptado de Koneman et al. (2008) 

 

 

 

Tabela 1: Principais testes bioquímicos para identificação de enterobactérias. 
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seu composto ativo, isolado logo em seguida, foi chamado de penicilina. Quando as 

defesas normais do organismo não são capazes de impedir ou derrotar uma doença, ela 

frequentemente pode ser tratada pelo uso das drogas antimicrobianas, que são drogas que 

agem matando ou interferindo no crescimento dos micro-organismos e que precisam agir 

dentro do hospedeiro, sem causar dano a ele (Tortora et al., 2012). 

Os antibióticos estão entre as mais importantes descobertas da medicina moderna, 

ainda no ínicio do século XX pouco podia ser feito para tratar muitas doenças infecciosas 

letais. A introdução de agentes antimicrobianos, como penicilinas e sulfanilamidas, para 

atuar no tratamento de um apêndice supurado ou uma sepse resultou em curas que 

pareciam impossíveis (Tortora et al., 2012). 

As drogas antimicrobianas podem funcionar de cinco modos: inibição da síntese da 

parede celular, inibição da síntese de proteínas, inibição da síntese de ácidos nucleicos, 

dano à membrana plasmática ou inibição da síntese de metabólitos essenciais. Penicilina e 

alguns outros antibióticos inibem a síntese de peptideoglicanos intactos ocasionando 

graves alterações ultraestruturais, a parede celular fica enfraquecida e a célula sofre lise 

(Tortora et al., 2012).. 

  

2.2.1 β-lactâmicos 

 

Os β-lactâmicos são os antimicrobianos mais prescritos mundialmente, devido a sua 

boa atividade, baixa toxicidade, baixo custo e grande variedade dos compostos disponíveis 

(Denisuik et al., 2013). O grande número de antimicrobianos β-lactâmicos naturais, semi-

sintéticos e sintéticos pode ser subdividido em seis diferentes subtipos estruturais: (1) 

penams que incluem os derivados de penicilinas (por exemplo, ampicilina e 

benzilpenicilina), (2) cephems que incluem as cefalosporinas clássica, cefalosporinas de 2ª 

geração (cefuroxima e cefotiam, por exemplo) e também representantes das cefalosporinas 

de 3 ª geração (por exemplo, ceftazidima, cefotaxima, oxacephem como o flomoxef), (3) 

cefamicinas como 7-metoxi-cefalosporinas (por exemplo, cefoxitina), (4) monobactâmicos 

como moléculas monocíclica (por exemplo, aztreonam), ( 5) penems com uma ligação 

dupla 2,3 no anel thiazoline (Faropenem, por exemplo) e (6) carbapenêmicos (imipenem, 

por exemplo) diferindo da estrutura dos penems pela posse de um átomo de carbono na 

posição 1 (Pfeifer; Cullik; Witte, 2010) (Figura 2). 
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 As penicilinas constituem o primeiro grupo de antimicrobianos indicado para uso 

na terapia clínica, possibilitando um tratamento seguro e eficaz para infeções de origem 

bacteriana (Tang et al., 2014). Todos estes antimicrobianos são portadores de um anel β-

lactâmico, formado de três átomos de carbono e um de nitrogênio, interferindo na síntese 

da parede celular bacteriana, após a fixação da droga aos sítios de ligação na bactéria, 

denominados proteínas de ligação da penicilina (PBPs), os β-lactâmicos inibem a enzima 

de transpeptidação interferindo na síntese e ancoragem da parede celular (Petrella et al., 

2008). Entre os agentes que inibem a síntese da parede celular bacteriana, os antibióticos 

beta-lactâmicos surgiram como agentes de amplo espectro para inibir bactérias patogênicas 

(Bush, 2012).  

 

Figura 2: Estrutura química dos β-lactâmicos.                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de http://www.lookfordiagnosis.com 

Nota: Em destaque o anel β-lactâmicos, estrutura comum a todos os antimicrobianos desta 

classe. 
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Os danos causados pelos β-lactâmicos às bactérias especialmente no estado de 

crescimento vêm da sua capacidade de se ligar as transpeptidases e inativá-las. Este 

processo de inativação interrompe a constituição fisiológica normal do peptidoglicano da 

parede celular produzindo uma morfologia indefinida o que induz a lise e morte celular 

(Rang et al., 2006). Uma vez que os β-lactâmicos agem sobre o processo de síntese do 

peptideoglicano, somente células que estejam crescendo ativamente são afetadas por esses 

antibióticos, e devido ao fato de que as células humanas não possuem parede celular 

constituída por peptideoglicano, os β-lactâmicos apresentam pouca toxicidade para as 

células do hospedeiro (Tortora et al., 2012). 

Os β-lactâmicos exercem actividade bactericida por ligação covalente e por 

inativação das PBPs, resultando em interferência com a síntese e remodelação do 

peptidoglicano bacteriano (Tang et al., 2014).   

As PBPs variam em suas afinidades pelos diferentes β-lactâmicos, embora as 

ligações se tornem covalentes. Algumas PBPs de bactérias gram-negativas são 

responsáveis pela síntese do peptideoglicano, outras são necessárias para a manutenção da 

forma de bastonetes da bactéria, ou para a formação de septos durante a divisão bacteriana 

(Brunton; Chabner; Knolman, 2012). Cada PBP tem um papel específico na proliferação e 

na manutenção da morfologia bacteriana, onde o bloqueio da PBP-1 leva a rápida lise 

bacteriana, da PBP-2 a formação de células esféricas e da PBP-3 a formação de longos 

filamentos, cusados pela incapacidade de formação de septos de divisão após a duplicação 

da massa celular bacteriana (Buijs et al., 2008). 

Os β-lactâmicos pertencem a uma classe extremamente importante de 

antimicrobianos, por serem amplamente utilizados para tratamento de infecções graves 

adquiridas em hospitais e na comunidade (Denisuik et al., 2013). As cefalosporinas e os 

carbapenêmicos estão inclusos nos regimes de tratamento de escolha para muitas doenças 

infecciosas, incluindo as provocadas por K. pneumoniae (Bush; Jacoby, 2010).  

 

2.2.2 Carbapenêmicos 

 

Os carbapenêmicos (ertapenem, imipenem, meropenem e doripenem) difundem-se 

facilmente dentro da bactéria e tem um vasto espectro de atividade contra muitos gram-

negativos, gram-positivos e bactérias anaeróbicas (Walther-Rasmussen e Hoiby, 2007). 

Além disso, apresentam os componentes necessários para a clínica médica: amplo espectro 
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de atividade, rápida ação bactericida, propriedades que limitam a promoção da resistência e 

boa tolerabilidade (Rodloff et al., 2006). Os carbapenêmicos são antimicrobianos que 

contém um anél pirrolidínico compartilhando uma molécula de nitrogênio, sendo 

considerado β-lactâmicos de maior espectro de ação (Maryn; Gudiol, 2003). 

 Semelhante à penicilina e as cefalosporinas, os carbapenêmicos são agentes 

bactericidas que se ligam as PBPs inibindo à síntese da parede celular bacteriana. Eles 

mostram menos resistência do que outros antibióticos β-lactâmicos por causa da sua 

estabilidade à hidrólise por β-lactamases incluindo as ESBL (Basseti et al., 2013). A 

eficiência dos carbapenêmicos deve-se a elevada afinidade pelas PBPs-2, estabilidade 

frente a micro-organismos produtores de AmpC cromossomal e/ou β-lactamases 

plasmidiais (Walther-Rasmussen; Hoiby, 2007; Peirano et al., 2009).   

 Os carbapenêmicos tiveram seu uso aumentado nas últimas duas décadas e 

estão sendo amplamente usados no tratamento de patógenos nosocomiais gram-negativos 

multirresistentes (Papp-walace et al., 2011), são considerados como as drogas de escolha 

para graves infecções com enterobactérias produtoras de ESBLs (Wirth et al., 2009). 

Como essas drogas têm amplo espectro de atividade, elas são frequentemente utilizadas 

para terapia empírica de infecções potencialmente letais, tais como sepse, carbapenêmicos 

também são utilizados para infecções com bacilos gram-negativos multirresistente, como 

P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae produtoras de ESBL (Patel; 

Rasheed; Kitchel, 2009; Lee; Doi, 2014).   

 Isolados produtores de carbapenemases tornaram-se um problema significativo em 

termos de saúde pública e evolução clínica, devido frequentemente serem capazes de 

hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, azetreonam como também os carbapeêmicos, 

tornando o tratamento clínico um desafio para os médicos (Tumbarello et al., 2012). 

 

2.2.3 Quinolonas  

 

Os antimicrobianos sintéticos da classe das quinolonas apresentam potente 

atividade contra grande número de bactérias gram-positivas e gram-negativas e ainda 

apresentam conveniência quanto ao seu uso e à sua biodisponibilidade (Arsene et al., 

2007).  

Ácido nalidíxico, que pode ser considerado como a primeira geração de quinolonas, 

foi introduzido para utilização clínica em 1962 (Lesher et al., 1962) e foi administrada 



SCAVUZZI, AML. Investigação de genes de resistência a quinolonas e avaliação .... 

 

33 

 

inicialmente para tratar infecções do trato urinário causadas por gram-negativos em seres 

humanos e animais (Suh e Lorber, 1995). O ácido nalidíxico é um subproduto resultante da 

síntese e purificação da cloroquina (composto antimalárico), a primeira geração das 

quinolonas teve seu uso limitado pois mostrou estreito espectro de atividade (Guan et al.,  

2013).   

A evolução das quinolonas para moléculas mais potentes foi baseado em alterações 

nas posições 1, 6, 7 e 8 da estrutura química do ácido nalidíxico. As estruturas moleculares 

das quinolonas foram modificadas para melhorar as suas propriedades antimicrobianas e 

perfis farmacocinéticos (Figura 3) (Fábrega et al., 2009).  

Com base principalmente nos espectros antibacterianos, medicamentos do grupo 

das quinolonas foram classificados em gerações. A segunda geração de quinolonas 

começou com fluoroquinolonas obtidas pela halogenação da molécula de quinolonas na 

posição C6 (Guan et al., 2013). Ciprofloxacina, uma das fluoroquinolonas mais utilizados, 

foi introduzida no mercado clínica em 1987, o antimicrobiano ciprofloxacina é 

considerado, dentre a classe das quinolonas, o agente antimicrobiano mais utilizado em 

todo mundo (Chenia et al., 2006). 

 Fluoroquinolonas são drogas ativas contra uma vasta gama de bactérias gram-

negativas e gram-positivas e demonstram uma melhor absorção oral e distribuição 

sistêmica. Assim, as aplicações terapêuticas destes compostos foram estendidos para o 

tratamento de infecções do trato respiratório, infecções da pele e tecidos moles, infecções 

oftálmicas, doenças sexualmente transmissíveis e infecções do trato urinário (Moellering, 

2005; Fábrega et al., 2009). Como resultado de seu amplo espectro de ação, as 

fluoroquinolonas têm sido extensivamente prescritas como terapia empírica em muitos 

casos de infecções e na comunidade devido à alta freqüência de patógenos com elevada 

percentagem de resistência a várias classes de antimicrobianos e à severidade da doença 

(Chenia et al., 2006).  No entanto, esta segunda geração de quinolonas tem uma atividade 

clinicamente limitada contra um número relevante de bactérias gram-positivas e anaeróbios 

Zhanel et al., 2002).   
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Figura 3: Estrutura química representativa das quinolonas. 

 

 

 

Fonte: Fábrega et al., 2009 
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Desde 1987, variações estruturais de fluoroquinolonas têm proporcionado 

adequados inúmeros novos agentes para o tratamento de uma variedade de infecções 

bacterianas. Na terceira geração de quinolonas, fluoroquinolonas mais potentes foram 

desenvolvidos, tais como a levofloxacina, gatifloxacina e moxifloxacina (Barrett, 2000), 

que exibem melhoria da atividade bactericida contra bactérias gram-positivas. A quarta 

geração de fármacos de quinolonas, tais como a gemifloxacina, mostra uma boa actividade 

contra cocos gram-positivos e uma atividade significativa contra anaeróbios (Kim et al., 

2001). 

As quinolonas agem inibindo a ação de topoisomerases tipo II (DNA girase) e 

topoisomerase IV (Drlica et al., 2009). O primeiro alvo de fluoroquinolonas em bactérias 

gram-negativas é a DNA girase, que apresenta função na replicação e transcrição do DNA, 

mais precisamente catalisa a superhelicoidização negativa do DNA, o DNA é 

classicamente retratado como um par de filamentos helicoidais fechados (Minarini, 2008). 

Quando a hélice se encontra intacta, as informações dos códigos não são acessíveis para a 

transcrição e o DNA não pode se replicar para a divisão celular. Assim, a separação e 

reunificação dos filamentos são processos essenciais para o crescimento e a multiplicação 

celular (Morrow et al., 2010).  

Os sítios de ação das quinolonas são basicamente diferentes em bactérias gram-

negativas e gram-positivas, nas primeiras, preferencialmente, é a DNA girase 

(topoisomerase do tipo II), enquanto que em gram-positivas, o alvo principal é a enzima 

topoisomerase IV, que atuam convertendo a dupla hélice do DNA em uma forma 

superhelicoidal negativa para preparar a separação dos filamentos (Van Hess et al., 2011). 

Estas enzimas tetramérica são compostas por duas subunidades A e duas 

subunidades B, as quais são mediadas pelos genes  gyrA  e  gyrB,  respectivamente.  A 

topoisomerase IV é outra enzima responsável por esse processo que provoca a separação 

(decatenação) dos círculos ligados resultantes da duplicação do DNA bacteriano, apresenta 

uma estrutura com duas subunidades A e duas subunidades B mediadas, respectivamente, 

por parC  e  parE. As quinolonas capturam uma ou ambas as enzimas do cromossomo 

bacteriano, criando um complexo medicamento-enzima-DNA com rupturas em um único 

filamento que impede a passagem contínua do DNA pelo mecanismo de replicação. 

Aparecem rupturas nos dois filamentos e, conseqüentemente, morte da célula bacteriana 

(Minarini 2008; Drlica et al., 2009).  
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O amplo uso de fluoroquinolonas, bem como seu uso indiscriminado na terapêutica, 

tem sido considerado fatores responsáveis pelo rápido desenvolvimento de resistência 

bacteriana a esta classe de antimicrobianos. Em países com intenso uso terapêutico de 

quinolonas, a resistência às fluoroquinolonas tem se tornado problema crescente na 

medicina clínica, limitando os agentes disponíveis para o tratamento de vários tipos de 

infecções (Chenia et al., 2006; Biedenbach et al., 2006).   

Livermore e colaboradores identificaram um aumento da prevalência de amostras 

de K. pneumoniae  (de 3,5 a 7,1%) e E. coli  (de 0,8 a  3,7%) resistentes às  

fluoroquinolonas isoladas de hemocultura, entre 1990 e 1999, em países europeus 

(Livermore et al., 2002). Na China, por exemplo, foi encontrada uma percentagem bem 

mais elevada, sendo mais de 50% das amostras clínicas de E. coli resistentes à 

ciprofloxacina (Wang et al., 2003). 

De acordo com um estudo realizado pelo “SENTRY Antimicrobial Surveillance 

Program”, o qual analisou dados referentes ao perfil de sensibilidade de vários patógenos 

isolados em países da América Latina, entre os anos de 1997 e 2001, o Brasil apresentou 

10 a 20% de K. pneumoniae e E. coli resistentes à ciprofloxacina,dependendo da quinolona 

testada (Sader et al., 2004).  Um estudo publicado em 2006 por este mesmo programa de 

vigilância revelou que a percentagem de resistência ao ácido nalidíxico foi mais alta na 

América Latina (15%) comparada à América do Norte (6,3%), sendo considerada mais alta 

no México (50%) e no Brasil (33,6%) (Biedenbach et al., 2006). 

O estudo brasileiro de Koch et al. (2008)  demonstrou as prevalências da resistência 

antimicrobiana de três bactérias uropatogênicas, a Klebsiella apresentou a maior 

prevalência da resistência bacteriana aos antimicrobianos, com uma média de 35% quando 

comparada ao Proteus mirabilis e a E.coli, o ácido nalidíxico apresentou 27,6% de 

prevalência da resistência bacteriana. Na evolução temporal da resistência bacteriana aos 

antibióticos testados durante o período estudado (2000-2004) o ácido nalidíxico foi o único 

antibiótico que apresentou aumento significativo de resistência, com um crescimento anual 

de 5,9%. Ciprofloxacina mostrou a tendência de aumento na taxa de resistência bacteriana, 

com um crescimento anual de 3,3%. Observou-se que os isolados dos pacientes com mais 

de 65 anos apresentaram maior taxa de resistência a três antibióticos: ácido nalidíxico, 

nitrofurantoína e ciprofloxacina.  

O estudo de Santana et al. (2012) demonstrou que o ácido nalidixico está entre as 

frequências mais elevadas de resistência nas cepas de pacientes hospitalizados, na análise 
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das amostras destes pacientes, a resistência a antimicrobianos mostrou-se elevada, cuja 

resistência a ciprofloxacino e ácido nalidíxico variaram entre 15% e 30% para a maioria 

dos isolados. 

 

2.2.4 Polimixinas  

 

As polimixinas, foram descobertas em 1940, são um grupo de antimicrobianos 

peptídeos policatiônicos, produzidos pelos sistemas peptídeos sintetase não-ribossomais de 

bactérias tais como Paenibacillus polymyxa, que apresentam potente eficácia contra a 

maior parte das bactérias gram-negativas, com algumas exceções, por exemplo, Serratia 

marcescens, Proteus spp. e Providencia spp. (Lee; Doi 2014). 

Entre todos os cinco compostos químicos (A-E) de polimixinas apenas são 

clinicamente utilizados as polimixina B e E (colistina), com a diferença na estrutura de um 

aminoácido (Liu et al., 2014). As polimixinas têm como alvo as membranas celulares e 

estão sendo usadas com mais freqüência no tratamento de infecções gram-negativas 

multirresistentes (Bush 2012). São antimicrobianos com uma estrutura geral que consiste 

em um peptídeo cíclico com um radical hidrofóbico longo que rompem a estrutura da 

membrana celular bacteriana por interação com os seus fosfolípidos e lipopolisacárideos 

(LPS). As polimixinas são seletivamente tóxicas para as bactérias gram-negativas, devido à 

sua especificidade para a molécula de lipopolissacarídeo que existe no interior da 

membrana externa em gram-negativos (Mendes et al., 2009). O problema global do avanço 

da resistência antimicrobiana levou recentemente a um renovado interesse na utilização da 

polimixina B (Basseti et al., 2013). 

Desde 1970 o uso das polimixinas tinha sido praticamente abandonado na maioria 

dos pacientes devido a relatos de graves efeitos adversos sendo os mais importantes destas 

drogas: nefrotoxicidade (principalmente insuficiência renal aguda) e neurotoxicidade como 

também pelo aparecimento de novos antimicrobianos com menos tóxicos (Mendes et al., 

2009). No entanto, na recente década, de infecções por organismos gram-negativos multi-

droga resistente (MDR), levou ao retorno das polimixinas especialmente em pacientes 

criticamente enfermos, porém maiores dados são necessários para esclarecer o papel das 

polimixinas nas infecções, embora as evidências disponíveis sugiram que terapias à base 

de polimixinas podem ser eficazes para o tratamento de infecções causadas por 

Acinetobacter baumannii (Liu et al., 2014).  
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Há também relatos de aumento na frequência de infecções causadas por bactérias 

naturalmente resistentes a polimixina, tais como Proteus, Providencia, Morganella e 

Serratia (Hayakawa et al., 2012;. Merkier et al., 2013; Samonis et al., 2014). Enquanto 

isso, junto com o ressurgimento de polimixinas no tratamento de infecções, a sua melhor 

administração permanece incerta. É especialmente difícil julgar quando se comparam 

monoterapias de polimixinas com terapias combinadas. Vários estudos de polimixinas in 

vitro e em animais demonstraram atividade sinérgica com outros agentes. Ao alterar a 

permeabilidade da membrana, pode as polimixinas facilitar a entrada de antimicrobianos 

para dentro da célula bacteriana, porém a eficiência da terapia combinada tem sido 

questionada em relação a probabilidade do aumento da toxicidade e dos custos (Liu et al., 

2014).  

A terapêutica para infecções por enterobactérias multirresistentes se baseia na 

utilização de Polimixina B ou Polimixina E em associação com um ou mais 

antimicrobianos da classe dos aminoglicosídeos (gentamicina ou amicacina), dos 

carbapenêmicos (meropenem ou doripenem) e/ou a tigeciclina. Sempre usando associações 

de dois ou três antimicrobianos, sendo um deles a polimixina B ou a polimixina E, 

devendo-se evitar a utilização de monoterapias pelo risco do rápido desenvolvimento de 

resistência. A escolha do(s) fármaco(s) de associação com polimixina B ou E deve se 

basear, preferencialmente, no perfil de susceptibilidade esperado aos referidos 

medicamentos das enterobactérias resistentes aos carbapenêmicos detectadas no hospital 

ou, na ausência de dados locais, na sua região (Nota técnica da Anvisa n°01/2013). 

O Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI (2014) não fornece critérios de 

interpretação para polimixina B contra Enterobacteriaceae, mas fornece “breakpoints” 

para A. baumannii (sensível ≤ 2µg/mL; resistente ≥ 4 µg/mL) e para P. aeruginosa 

(sensível ≤ 2µg/mL; resistente ≥ 8 µg/mL) (Lat et al., 2011; CLSI 2014). A pobre difusão 

de polimixinas em ágar devido as suas propriedades catiônicas resulta em resultados 

imprecisos pelo método de difusão em meio sólido o que gera dificuldades na interpretação 

dos testes de susceptibilidade das polimixinas. A metodologia E-test, em comparação com 

os métodos de susceptibilidade de diluição, resultou em grandes taxas de erro para P. 

aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae. Apesar do caldo Mueller-Hinton cátion 

ajustado ainda ser o caldo recomendado para microdiluição, a adição de polissorbato 80 

parece reduzir a adsorção de colistina para poços de poliestireno, resultando em 

substancialmente valores inferiores de CIM (Hindler; Humphries, 2013). O método ideal 
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para testes de susceptibilidade à polimixinas deverá ser ainda melhor definido (Landman et 

al., 2013; Hindler; Humphries, 2013).  

  

2.3. Alterações ultraestruturais provocadas por antimicrobianos  

 

Desde 1987, Paul Williams relatou que sub-Concentrações Inibitórias Mínimas de 

antimicrobianos (Sub-MICs), em particular da penicilina e de cefalosporinas, podem 

exercer um efeito grave na morfologia bacteriana e conseqüentemente na superfície 

celular, onde os danos induzidos pelos antimicrobianos podem aumentar sensivelmente os 

mecanismos de defesas do hospedeiro, contribuindo para a erradicação da infecção. 

Segundo HELD et al. (1995), sub-MICs de agentes antimicrobianos podem afetar a 

produção dos componentes da parede celular bacteriana, resultando em sua redução 

significativa. Os β-lactâmicos se ligam covalentemente as PBPs inibindo sua atividade e 

provocam alterações na estrutura da parede celular promovendo diferentes alterações 

morfológicas , as células apresentam-se filamentosas e curvadas, alongam-se de duas a oito 

vezes, apresentam formação de septos espaçados e irregulares e espessamento da parede 

celular (Derrel; David, 2003).  

A membrana citoplasmática interna está protegida contra estresse osmótico e 

pressão de turgescência pela rígida camada de peptidoglicano. Quando as bactérias se 

dividem na presença de um β-lactâmico, são produzidas formas deficientes de parede 

celular, como o ambiente intracelular bacteriano é hiperosmótico as células entumescem e 

sofrem ruptura (Whitfield; Naismith, 2008). Os β-lactâmicos previnem a síntese do 

peptideoglicano, consequentemente a parede celular fica enfraquecida e a célula sofre lise 

(Figura 4).  

Estudos realizados com Helicobacter pylori, submetidos a sub-MICs de 

antimicrobianos β-lactâmicos (amoxicilina, ampicilina, penicilina G, aztreonam, 

mezlocilin, oxacilina, ceftriaxone e cefuroxima) mostraram grandes alterações na 

membrana e na morfologia celular bacteriana em todos os antimicrobianos β-lactâmicos 

testados.  Cada um dos oito β-lactâmicos examinados induziram a formação de vesículas e 

esfera, enquanto o aztreonam foi o único antimicrobiano estudado que induziu pronunciada 

filamentação em H. pylori (Deloney & Schiller, 1999).  

No estudo de Rajeshwari et al. (2009), ocorreu alongamento de filamentos 

bacterianos em isolados de K. pneumoniae resistentes, mostrando que o estresse provocado 
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pela cefotaxima provocaram alongamento, deformação das células bacterianas e superfície 

rugosa.  

 

Figura 4: (a) Eletromicrografia demonstrando estrutura conservada de bactérias antes do 

uso de um β-lactâmico; (b) Eletromicrografia demonstrando alterações ultraestruturais 

provocadas após o uso de um β-lactâmico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Veras (2014) descreveu alterações ultraestruturais e morfológicas de isolados de K. 

pneumoniae obtidos de microbiota e IRAS, portadores dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX ou 

blaKPC, quando submetidos in vitro à concentração de antimicrobianos β-lactâmicos 

(cefotaxima, ceftazidima, aztreonam, imipenem, ampicilina e amoxicilina). Os isolados 

demonstraram diferentes alterações morfológicas e ultraestruturais, tais como filamentação 

celular, perda de material citoplasmático e deformação dos septos de divisão. Os resultados 

revelaram também que isolados de K. pneumoniae portadores de diferentes genes 

codificantes para β-lactamases, apresentam alterações celulares quando submetidos a 

diferentes antimicrobianos β-lactâmicos sugerindo que estes possuem uma ação residual in 

vitro nos isolados analisados, suportando a idéia de que isolados de  K. pneumoniae MDR 

Fonte: (Tortora et al., 2012). 
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não são capazes de evitar completamente a interação entre os antimicrobianos β-lactâmicos 

com seu alvo. 

O estudo de Hirsh et al. (2013), demonstrou a ação in vivo e in vitro da combinação 

de antimicrobianos β-lactâmicos e aminoglicosídeos em isolados de K. pneumoniae 

multidroga-resistentes (MDR), objetivando identificar novas opções terapêuticas para 

tratamento de infecções por esta espécie bacteriana.  

Para infecções causadas por K. pneumoniae produtoras de carbapenemase KPC, 

tem sido sugerido o tratamento combinado, com duas ou mais drogas, incluindo a 

polimixina B ou a polimixina E, associado com um carbapenêmico ou com a tigeciclina, 

visando uma maior efetividade em relação a monoterapia (Tumbarello et al., 2012; Nota 

técnica da Anvisa n°01/2013). As polimixinas têm ação semelhante a detergentes 

catiônicos simples, deslocando competitivamente os íons de Ca
++

 e Mg
++

 que agem como 

estabilizadores da membrana, provocando ruptura da mesma, levando à perda do conteúdo 

celular e ocasionando morte da bactéria (Mendes et al., 2009). 

Até o presente momento não existem estudos publicados que possibilitem avaliar e 

comparar as alterações ultraestruturais provocados por antimicrobianos utilizados no 

tratamento sugerido para infecções por K. pneumoniae produtoras de KPC. Novas terapias 

combinadas para tratamento de isolados multirresistentes devem ser avaliadas, assim como 

também é importante conhecer quais os efeitos ultraestruturais podem ser produzidos com 

o uso de polimixina B e meropenem sozinhos e pela associação de polimixina B e 

meropenem frente a isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC. 

 

2.4. Mecanismos de resistência bacteriana aos antimicrobianos 

 

Os mecanismos de resistência bacteriana podem ser reunidos em quatro grupos: (1) 

inativação enzimática, (2) alteração do sítio de ação do antimicrobiano, (3) alteração da 

permeabilidade da membrana (alterações ou perda de porinas) e (4) expulsão ativa do 

antimicrobiano para o ambiente extracelular (Rossi et al., 2011). (Figura 5).  

O alto envolvimento de K. pneumoniae em infecções graves está relacionado à 

grande facilidade desta espécie na aquisição de plasmídeos de multirresistência durante o 

processo de conjugação bacteriana (Cuzón et al., 2011), os quais podem possibilitar 

resistência a diferentes classes de antimicrobianos principalmente aos β-lactâmicos, sendo 

um fator limitante e uma das maiores causas de falhas no tratamento das infecções 
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causadas por esta bactéria. A transferência destes plasmídeos de resistência pode ocorrer 

inter e intra-espécie, facilitando a disseminação da resistência bacteriana (Ozgumus, 2008). 

 

 

Figura 5: Sítio de ação e mecanismos de resistência aos antimicrobianos 
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A rápida disseminação de mecanismos de resistência confere uma vantagem 

seletiva as células bacterianas que adquirem plasmídeos em ambientes onde há uma grande 

pressão seletiva, como o uso de antimicrobianos no ambiente hospitalar (Leavitt, et al., 

2010). De maneira geral, os plasmídeos não carreiam genes essenciais para o 

desenvolvimento das células em ambientes na ausência de estresse, diferente disso carreia 

Fonte: Mulvey e Simor (2009) com modificações.  
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genes que conferem uma maior vantagem quanto a adaptação bacteriana em diferentes 

ambientes (Carattoli, 2009). Sharma; Ray e Sharma (2010) descreveram uma tendência no 

aumento de resistência com o aumento do número de plasmídeos.   

A diversidade genética em plasmídeos de K.pneumoniae mostra claramente que as 

bactérias podem reforçar sua resistência a antimicrobianos frequentemente pela troca de 

plasmídeos de multirresistência e também pela elevada taxa de mutação em plasmídeos 

(Zhao et al., 2010 e Hiroi et al., 2012).  

 

2.4.1 β-lactamases 

 

A resistência aos β-lactâmicos é conferida principalmente pela produção de β-

lactamases, enzimas codificadas principalmente por genes plasmidiais que são encontrados 

com freqüência entre as enterobactérias, representando uma séria ameaça a atual terapia 

por antimicrobianos β-lactâmicos (Pulido et al., 2011).  

As -lactamases são enzimas bacterianas capazes de inativar antimicrobianos β-

lactâmicos originando produtos inativos. As -lactamases de amplo espectro (ESBLs- 

Extended Spectrum -lactamases) são enzimas que surgiram a partir de sucessivas 

mutações pontuais das -lactamases clássicas dos tipos TEM e SHV, que resultou na 

substituição de um ou mais aminoácidos, alterando a configuração da enzima e 

aumentando o seu espectro hidrolítico. (Haeggman et al., 2004).  

É crescente o número de ESBLs descritas, a maioria é derivada dos grupos TEM, 

SHV e CTX-M. De acordo com o site: http://www.lahey.org/Studies, até dezembro de 

2014 foram descritas 222 variantes do tipo TEM, 189 variantes do tipo SHV e 161 

variantes do tipo CTX-M. 

A Classificação de β-lactamases tem sido tradicionalmente baseada tanto nas 

características funcionais das enzimas quanto na sua estrutura principal (Bush; Jacoby, 

2010). As β-lactamases são bastante diversificadas podendo ser agrupadas em 4 classes 

moleculares (A, B, C e D) de acordo com as características estruturais (classificação de 

Ambler) ou em 3 principais grupos de acordo com características funcionais e moleculares 

(esquema de Bush-Jacob-Medeiros de 1995) (Robin et al., 2005; Bush; Jacoby, 2010).  

As -lactamases são proteínas bastante diversificadas, o grupo 1: -lactamases que 

hidrolisam cefalosporinas e que são pouco inibidas pelo ácido clavulânico; o grupo 2: 
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penicilinases, cefalosporinases, -lactamases de amplo espectro (ESBLs- Extended 

Spectrum -lactamases), geralmente são inibidas pelo ácido clavulânico e carbapenemases; 

e o grupo 3: metalo--lactamases que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenêmicos e que não são inibidas pelo ácido clavulânico.  

O grupo 2 engloba o maior número de -lactamases, sendo dividido em oito 

subgrupos (2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e, 2f) (Chaeggman et al., 2004; Jeong et al., 2004). O 

subgrupo 2f compreende as serina-carbapenemases da classe molecular A de Ambler, 

tendo os carbapenêmicos como substrato. Estas enzimas são melhor inibidas pelo 

tazobactam do que pelo ácido clavulânico. SME, IMI-1 e CNM-1 são os representantes 

cromossômicos das enzimas do subgrupo 2f (Queenan; Bush, 2007). Mais preocupante, no 

entanto, é o subgrupo 2f mediado por plasmídeo, incluindo enzimas KPC e algumas GES. 

O grupo 3 compreende as MBLs que hidrolizam penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenêmicos e que não são inibidas pelo ácido clavulânico. Elas diferem 

estruturalmente das outras β-lactamases por sua exigência de um íon de zinco no sítio 

ativo. Funcionalmente, já foram distinguidas principalmente pela sua capacidade de 

hidrolisar carbapenêmicos, porém algumas serina-β-lactamases têm agora adquirido essa 

habilidade. Em contraste com as serina-β-lactamases, MBLs têm uma fraca afinidade ou 

capacidade hidrolítica para monobactâmicos e não são inibidas pelo ácido clavulânico ou 

tazobactam. (Marchiaro et al., 2008).  

O subgrupo 3a inclui as principais famílias de MBL plasmidiais, tais 

como IMP e VIM que têm aparecido globalmente, principalmente em bactérias não-

fermentadoras, mas também em Enterobacteriaceae. O subgrupo 3b contém um pequeno 

grupo de MBLs que preferencialmente hidrolisam carbapenêmicos em contraste às 

penicilinas e cefalosporinas (Bush; Jacoby, 2010). Existem vários mecanismos de 

resistência aos carbapenêmicos (Paterson, 2006; Queenan; Bush, 2007; Bennett et al., 

2010). 

Até dezembro de 2014 foram relatadas 43 variantes VIM e 48 variantes IMP na 

literatura (http://www.lahey.org/Studies/other. asp#table1). 

Ao longo dos últimos 20 anos, novos antimicrobianos β-lactâmicos tem sido 

desenvolvidos, que foram especificamente concebidos para serem resistentes à ação 

hidrolítica de β-lactamases. No entanto, a cada nova classe que tem sido utilizada na 

terapia, novas β-lactamases emergem, causando resistência à mesma classe de drogas. 
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Presumivelmente, o uso de novos antimicrobianos no tratamento de pacientes foi 

selecionando novas variantes de β-lactamases (Bradford 2001). Atualmente, as bactérias 

são geneticamente mais complexas do que há uma ou duas décadas. Devido não apenas aos 

novos mecanismos de resistência como ESBL, mas também devido a isolados que 

produzem múltiplas β-lactamases, representando um grave problema terapêutico em muitas 

partes do mundo (Sharma; Ray; Sharma, 2010).  

 Dados da literatura mostram que K. pneumoniae é a espécie bacteriana que mais 

produz ESBLs, principalmente do grupo 2, TEM, SHV e CTX (Chanawong et al., 2002 e 

Ghafourian et al., 2012). A produção destas enzimas é freqüentemente acompanhada por 

uma resistência a múltiplas drogas devido sua localização plasmidial, incluindo 

antimicrobianos β-lactâmicos e não β-lactâmicos, o que pode causar uma limitação na 

escolha da droga apropriada para utilização na prática clínica devido aos altos CIMs frente 

a diferentes classes de antimicrobianos (Castanheira et al., 2008). Recentemente, uma série 

de enzimas ESBL que não estão relacionadas com as enzimas TEM e SHV foram 

descritas, OXA, AmpC e VEB (Bush; Jacoby, 2010).  

 A emergência e disseminação das ESBLs tem comprometido o uso dos β-

lactâmicos no tratamento de pacientes hospitalizados com infecções causadas por diversos 

membros da família Enterobacteriaceae (Castanheira et al., 2008), visto que a 

disseminação deste mecanismo de resistência neste grupo está aumentando por todo o 

mundo (Queenan et al., 2007 e Hartmann et al., 2012). K. pneumoniae tem sido relatada 

como a mais frequente espécie produtora de ESBLs (Bratu et al., 2005). 

 

2.4.2 Carbapenemases  

 

Em K. pneumoniae, a resistência aos carbapenêmicos está principalmente 

relacionada à aquisição de carbapenemases. A K. pneumoniae carbapenemase (KPC) é 

capaz de hidrolizar todas as penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e 

carbapenêmicos, e são fracamente inibidas pelo ácido clavulânico e tazobactam (Peirano et 

al., 2009; Goren et al., 2010). A KPC foi primeiramente detectada na Carolina do Norte, 

Estados Unidos, sendo mais comum em enterobactérias, especialmente em K. pneumoniae 

(Won et al., 2009 e Lolans et al., 2010). Depois expandiu-se ao longo da costa leste dos 

Estados Unidos e a partir de 2005 a detecção de KPC foi relatada em outros países (Nass et 

al., 2005; Wendt et al.,  2010).  KPC já foi detectada  na Europa (Pfeifer; Cullik; Witte, 



SCAVUZZI, AML. Investigação de genes de resistência a quinolonas e avaliação .... 

 

46 

 

2010), Finlândia (Österblad et al., 2009), América do Sul (Villegas et al., 2006; Pasteran et 

al., 2008), China (Wei et al., 2007; Cai et al., 2008) e Alemanha (Wendt, 2008).  

Organismos produtores de KPC continuam a espalhar-se ao longo do tempo, sendo 

notificados em 27 estados dos Estados Unidos e em muitos países ao redor do mundo, 

incluindo Colômbia, Brasil, Israel (Navon-Venezia et al., 2006; Samra et al., 2007; 

Monteiro et al., 2009; Zavascki et al., 2009; Leavitt et al., 2009; Jácome et al., 2012; Jain 

et al., 2013; Melo et al., 2014), Canadá, França, República da Irlanda, Grécia, Espanha 

(Tsakris et al., 2008; Maltezou et al., 2009; López-Cerero et al., 2014) e na Itália (Giani et 

al., 2009; Fontana et al., 2010; Giacobbe et al., 2014). 

As β-lactamases que hidrolisam carbapenêmicos são significantes clinicamente e 

sua freqüência tem aumentado em todo o mundo, inclusive no Brasil (Monteiro et al., 

2009; Arend et al., 2014; Pereira et al., 2014; Quiles et al., 2014). Na cidade do Recife-PE 

foram detectados dois clones distintos de K. pneumoniae do ano de 2006 produtores de 

KPC (Monteiro et al., 2009), sendo este o primeiro relato no Brasil. Em seguida, foram 

detectados seis isolados de K. pneumoniae recuperados de dois hospitais do Rio de Janeiro 

(de setembro de 2007 a maio de 2008) (Peirano et al., 2009). Na verdade, Pavez, 

Mamizuka e Lincopan (2009), mostraram que estes isolados estavam presentes na região 

sudeste do Brasil desde pelo menos 2005 (Zavascki et al., 2009). Trabalhos recentes 

desenvolvidos em Recife-PE com isolados K. pneumoniae provenientes de infecções e 

colonizações mostram a alta ocorrência do gene blaKPC, sendo predominante a variante 

blaKPC-2 (Melo et al., 2014), como também a presença simultanea desse gene com blaSHV, 

blaTEM, blaCTX-M-2 (Cabral et al., 2012)        

As serinas-carbapenemases (KPC e GES) são amplamente dispersas, pois seus 

genes estão localizados em elementos transferíveis, facilitando sua disseminação, o que 

também reflete na sua distribuição geográfica (Walther-Rasmussen e Hoiby, 2007). Os 

genes blaKPC estão localizados no transposon Tn4401 baseado no Tn3 (Nass et al., 2008; 

Fontana et al., 2010). Este transposon foi identificado em plasmídeos de diferentes 

tamanhos, sugerindo que o gene também pode se mover pela inserção do transposon em 

plasmídeos diferentes (Patel; Rasheed; Kitchel, 2009). 

 De acordo com o site http://www.lahey.org/Studies/other. asp#table1, até 

dezembro de 2014, 22 variantes do gene blaKPC já foram detectados. Isolados produtores de 

KPC são preocupantes para a clínica, devido ao seu potencial de disseminação epidêmica 

(Poupnaras et al., 2009). Isolados de K. pneumoniae produtores de KPC  estão sendo 
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identificados entre os patógenos nosocomiais mais frequentes  (Nass et al., 2008). Embora 

a β-lactamase KPC seja predominantemente encontrada em isolados de K. pneumoniae, 

alguns trabalhos têm descrito esta enzima em Enterobacter spp.,  Salmonella spp. 

(Queenan; Bush, 2007; Petrella et al., 2008; Fontana et al., 2010), bem como, em outros 

membros de enterobactérias (K. oxytoca, E. coli, E. cloacae, Citrobacter freundii e 

Serratia spp.) (Anderson et al., 2007; Zhang et al., 2007) e também em P. aeruginosa 

(Wolter et al., 2009; Jácome et al., 2012).  

De acordo com Lin et al. (2013), foram pesquisados 391 pacientes colonizados com 

Enterobacteriaceae na UTI dos hospitais de Chicago, Illinois. Em pacientes que 

permaneceram longo tempo em cuidados hospitalares agudos -LTACHs 30,4% (119 de 

391) estavam colonizados por Enterobacteriaceae produtoras de KPC em comparação com 

3,3% (30 de 391) dos pacientes internados na UTI do hospital em curta duração. Todos os 

entrevistados LTACHs eram portadores de KPC com uma taxa de prevalência de 10% a 

54%, contra uma prevalência de 0% a 29% de pacientes em cuidados de curta duração nos 

hospitais, identificando uma alta taxa de prevalência entre pacientes LTACHs colonizados 

com Enterobacteriaceae produtoras de KPC. 

A aquisição de KPC tem contribuído para resistência a todos os β-lactâmicos. Estes 

isolados também são frequentemente resistentes a aminoglicosídeos e fluoroquinolonas, 

este atributo limita as opções terapêuticas disponíveis para o tratamento de infecções 

graves, que é basicamente restrito a tigeciclina e polimixinas (Saidel-Odes; Borer, 2013).  

Alguns organismos produtores de KPC usualmente apresentam também resistência 

associada às fluoroquinolonas, o que pode ser justificado pela presença do gene qnr 

acompanhado pelo gene blaKPC em plasmídeos (Pereira et al., 2008). Portanto, é importante 

pesquisar a ocorrência de genes de resistência a quinolonas em isolados multirresistentes 

de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC provenientes de colonização e infecção em 

pacientes de hospitais públicos no Brasil para que intervenções de controle de infecção 

sejam adotadas precocemente, interrompendo a propagação destes mecanismos de 

resistência  e aumentando a sobrevida dos pacientes. 

 

2.5 Mecanismos de resistência as quinolonas 

 

A compreensão de que a resistência tradicional à quinolona é adquirida somente 

através de mutações e transmitido apenas verticalmente não é inteiramente responsável 
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pela relativa facilidade com que a resistência desenvolve-se. Diferentes mecanismos de 

resistência estão envolvidos no desenvolvimento de resistência às quinolonas. Os 

principais mecanismos são: alterações na DNA girase e topoisomerase IV, considerados 

sítios alvos ativos de quinolonas; diminuição do acúmulo de antimicrobiano no interior da 

célula bacteriana, por impermeabilidade de membrana e hiperexpressão de sistemas de 

bomba de efluxo, além de elementos móveis (plasmídeos) carreando os genes qnr, o qual 

confere níveis de resistência às quinolonas e são transferíveis horizontalmente (Ruiz, 

2003).   

 

2.5.1 Mutações em DNA girase e topoisomerase IV 

 

 O desenvolvimento de resistência às quinolonas, especialmente em membros da 

família Enterobacteriaceae, tem sido descrito por mutações pontuais cromossômicas nos 

genes que codificam a DNA girase (gyrA e gyrB) e a topoisomerase IV (parC e parE). 

Esses são os mecanismos mais eficientes de resistência às quinolonas (Shigemura et al., 

2012; Guan et al., 2013; Yang; Nam; Lee, 2013). Em bactérias gram-negativas, a DNA 

girase é mais susceptível à inibição por quinolonas que a topoisomerase IV, ao passo que, 

em bactérias gram-positivas, topoisomerase IV é geralmente o principal alvo das 

quinolonas, e a DNA girase intrinsecamente menos susceptíveis. Consequentemente, as 

mutações de resistência ocorrem primeiro em gyrA em bactérias gram-negativas, mas 

ocorrem primeiro em parC em bactérias gram-positivas (Jacoby, 2005).  

DNA girase é uma enzima encontrada apenas em células bacterianas, esta enzima 

utiliza a energia da hidrólise de ATP para introduzir superhelicoidização negativa no DNA 

esta enzima é um excelente alvo para quinolonas porque não está presente em células 

eucarióticas e é essencial para o crescimento bacteriano (Fábrega et al., 2009). A 

superhelicoidização negativa do DNA é essencial para a condensação do cromossomo, 

aliviando a tensão de torção durante a replicação, e promove a fusão local para os 

processos vitais, tais como iniciação e transcrição pela RNA polimerase (Wang, 2002). A 

DNA girasse é essencial para o processo de replicação bacteriana, mutações descritas no 

gene gyrA que codifica a subunidade A desta proteína geralmente estão localizadas em 

uma região designada de região determinante de resistência à quinolonas (QRDRs), 

mutações nessas regiões altera o sítio de ligação da DNA girase ao antimicrobiano o que 

pode resultar em resistência a quinolonas (Minarini, 2008; Ferrari et al., 2013). Esta região 
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QRDRs ocorre na superfície de ligação do DNA a enzima, mutação nas posições dos 

aminoácidos 83 e 87 do gene gyrA são as mais comuns.  

As mutações mais importantes que conduz a um fenótipo resistente à quinolona no 

gene gyrA, são principalmente encontradas nos aminoácidos Ser-83-Leu e Asp-87-Asn 

(esta posição pode ser ocasionalmente alterado para Val, Tyr e Gli), e na mudança do gene 

parC Ser-80-Arg (Ile também pode ser encontrado) e Glu-84-Val (Gli também pode ser 

encontrado) (Paiva et al, 2012). No estudo de Nam et al.,(2013) mutações em gyrA e parC 

são mais frequentes do que em gyrB e parE, como também as mutações são mais comuns 

em isolados de E.coli do que em K. pneumoniae.  As mutações no gene gyrB são 

principalmente encontradas nos aminoácidos Ser-359-Ala,  Ser-367-Thr e Glu-466-Asp 

(Nam et al., 2013). No entanto, mutações em Asp-426-Asn e Lys-447-Glu em isolados 

clínicos de E. coli, parece não ser um achado comum, várias mutações são necessárias para 

produzir um nível elevado de resistência à quinolona. (Fábrega et al., 2009). 

Além de mutações pontuais nos genes gyrA, gyrB, parC e/ou parE, a diminuição da 

susceptibilidade a fluoroquinolonas pode ser devido à diminuição do acúmulo do 

antimicrobiano ou pela presença de alguns plasmídeo mediando mecanismos de resistência 

às quinolonas. Além disso, superexpressão de bombas de efluxo pode também 

desempenhar um elevado papel no nível de resistência, acredita-se que os sistemas de 

efluxos sozinhos são capazes de produzir baixos níveis de resistência as quinolonas, torna-

se clinicamente relevante quando combinados com mutações em enzimas alvos ou 

alterações de membrana (Guan et al., 2013). 

 

2.5.2 Bombas de efluxo 

 

Além de mutações de topoisomerases, permeabilidade alterada (geralmente por 

causa de perda de porina) as bombas de efluxo também podem contribuir com o fenótipo 

de resistência a fluoroquinolona em K.pneumoniae (Nam et al., 2013).  

Efluxo é o bombeamento do soluto para fora de uma célula. A resistência 

antimicrobiana em um “efluxo mutante” (mutantes que superexpressam bombas de efluxo) 

é devido a um de dois mecanismos: (i) aumento da expressão da proteína da bomba de 

efluxo, ou (ii) aproteína contém uma substituição de aminoácido(s)que torna-a mais 

eficiente na exportação. Em qualquer caso, a concentração intracelular do substrato 
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antimicrobiano é diminuído e o organismo  torna-se menos susceptível a esse agente 

(Piddock 2006). 

Existem essencialmente cinco diferentes famílias de proteínas de bombas de efluxo, 

famílias importantes codificadas cromossomicamente, são as famílias RND (resistance 

nodulation division), MFS (major facilitator superfamily), SMR(staphylococcal 

multiresistance), MATE (multidrug and toxic compound extrusion) e ABC (ATP binding 

cassette) (Piddock 2006). 

Os transportadores pertencentes a família RND são particularmente eficazes 

gerando resistência e apresentam ampla especificidade de substrato (Horiyama; Nishino, 

2014). Um dos sistemas de efluxo envolvido neste fenótipo de resistência é o sistema de 

efluxo multidrogas AcrAB-TolC que em K. pneumoniae é codificada pelo operon acrRAB. 

Sabe-se que uma proteína transportadora na membrana interna (AcrB) forma uma 

complexo com AcrA, uma proteína adaptadora periplasmática e Tolc, um membro da 

membrana externa, canal envolvido na exportação de pequenas moléculas e algumas 

proteínas (figura 6) (Perez et al., 2012; Horiyama; Nishino, 2014). 

A proteína AcrA, acredita-se está envolvida in vivo na montagem e na manutenção 

de um complexo estável que transmite mudanças conformacionais em AcrB e TolC, tendo 

um papel estrutural de estabilização na arquitetura da bomba fazendo a junção de AcrB e 

TolC levando, assim, a abertura do canal na membrana exterior, neste modelo a 

especificidade do substrato é determinada pelo AcrB (Elkins et al., 2010). Embora o 

componentes da bomba de efluxo AcrAB-TolC trabalhem juntos como um sistema 

tripartite, os componentes individuais podem também desempenhar determinados papéis 

em outros sistemas de efluxo. Em E. coli, TolC tem sido mostrado ser necessário para o 

funcionamento de muitos sistemas de efluxo, incluindo bombas da família RND: AcrD, 

AcrEF, MdsAB, e MdtABC, bem como da família MFS: EmrAB e EmrKY, e também da 

família ABC: MacAB (Perez et al., 2012). Swick et al., (2011) sugerem que supexpressão 

de AcrAB é um marcador de resistência a múltiplas drogas. 

O gene acrB codificam uma lipoproteína periplasmática de 40 kDa, ancorada na 

membrana interna, a proteína AcrB conecta-se com a Tolc, uma proteína de membrana 

externa, que é essencial para a expulsão de drogas  (Takatsuka et al., 2010). Esta estrutura 

tripartite permite o efluxo direto de drogas para o meio externo, ao invés de ir para o 

periplasma, e faz AcrAB-Tolc e seus homólogos um sistema muito eficiente para manter 

os níveis crescentes de resistência em bactérias gram-negativas. O transportador AcrB, que 
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presumivelmente, capta moléculas da droga principalmente do periplasma, mostra uma 

extrema especificidade ao substrato. A estrutura sugere que os substratos podem ser 

capturados a partir do periplasma ao invés de serem capturados pela membrana ou 

citoplasma, os substratos são então activamente transportados para o canal Tolc em 

seguida, é ligado à parede da cavidade central, e é bombeado para o meio externo contra o 

gradiente de próton (Figura 6). A ligação de substratos em AcrB é devido a parcial ligação 

do composto com a bicamada fosfolípidica da membrana citoplasmática, dependendo do 

caráter lipofílico e carga da molécula (Horiyama; Nishino, 2014). 

 

 

Figura 6: Desenho esquemático do sistema da bomba de efluxo AcrAB-Tolc. 
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Bombas de efluxo podem ser específicas para um substrato ou pode transportar uma 

variedade de compostos estruturalmente diferentes (incluindo antimicrobianos demúltiplas 

classes); Tais bombas podem ser associadas comresistência a múltiplas drogas (MDR) 

(Piddock 2006). 

AcrAB-Tolc pode bombear para fora não só corantes básicos (como acriflavina e 

brometo de etídio), mais também antimicrobianos (como macrolídeos, fluoroquinolonas, β-

lactâmicos, polimixina, tetraciclinas, cloranfenicol, rifampicina, novobiocina, ácido 

fusídico, mas não aminoglicosídos e detergentes, tais como sais de bili, Triton X-100, 

SDS). Mesmo solventes simples, como hexano, heptano, octano, nonano e ou ciclo-hexano 

são bombeados para fora por AcrAB-Tolc (Takatsuka et al., 2010; Padillha et al., 2010). 

Em adição a um papel estabelecido na resistência antimicrobiana, algumas bombas 

de efluxo multridrogas não só conferem resistência aos medicamentos usados em terapia, 

mas também têm mostrado ter um papel na patogenicidade bacteriana, na colonização de 

uma variedade de organismos e na sua sobrevivência no hospedeiro. As bombas de efluxo 

são responsáveis por expelir agentes antimicrobianos derivados do hospedeiro, tais como 

sais biliares e ácidos graxos de cadeia longa, assim, a inativação da bomba de efluxo 

AcrAB-TolC pela falta de um dos seus componentes estruturais afeta diretamente a 

virulência da bactéria, indicando que este sistema é necessário para as bactérias serem 

patogênicas (Martinez et al., 2009; Perez et al., 2012). 

A aquisição KPC tem contribuído para a resistência a todos os beta-lactâmicos, 

essas cepas também são freqüentemente resistentes a aminoglicosídeos e quinolonas, e 

alguns isolados ocasionalmente são resistentes as polimixinas e a tigeciclina. AcrAB-Tolc 

também tem sido implicado como o mediador para redução da susceptibilidade à 

tigeciclina em várias bactérias gram-negativas, incluindo E. coli, K.pneumoniae, 

Morganellamorganii, P.mirabilis e Enterobacter cloacae (Keeney et al., 2008, Bratu et al., 

2009). 

AcrEF é um outro transportador da família RND conhecido para complementar 

funcionalmente AcrAB-TolC. Sistemas de efluxo desempenham um papel altamente 

relevante na defesa bacteriana contra agentes antimicrobianos e compostos tóxicos, 

diminuindo acumulação intracelular de drogas (Rensch  et al., 2014). 

A bomba de efluxo AcrEF é altamente homóloga a AcrAB em S. enterica com uma 

identidade de aminoácidos de 81,4% e especificidades de substrato semelhantes, uma vez 
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que a superexpressão de AcrEF confere um efeito semelhante a AcrAB. AcrEF  pode 

conferir uma vantagem neste organismo, pois AcrEF pode ser necessária para a resistência 

aos medicamentos em S. enterica quando AcrAB faz não funciona. Outras investigações da 

regulação dos sistemas de efluxo multidrugas em diversos micro-organismos são 

necessários para elucidar o significância biológica das suas redes reguladoras (Nishino; 

Hayashi-Nishino; Yamaguchi, 2009). 

 

2.5.3 Reguladores da bomba de efluxo 

 

AcrAB está presente na maioria das enterobactérias reduzindo a susceptibilidade 

das fluoroquinolonas, macrolídeos, clorafenicol, trimetropim, polimixina e tetraciclinas). A 

transcrição dos genes acrAB é controlada por diversos ativadores da família AraC/XylS 

como: RamA, MarA, SoxS e RobA, os quais interagem com o promotor acrAB aumentando 

a produção da proteína AcrAB e elevando o efluxo das drogas (Ruzin et al., 2008; Bratu et 

al., 2009; Bialek-Davenet et al., 2011; Villa et al., 2014). 

Mais conhecimento sobre as vias regulatórias que controlam a expressão do sistema 

de efluxo multidrogas AcrAB-Tolc em algumas espécies de Enterobacteriaceae tem sido 

adquirido ao longo dos últimos anos. RamR é um repressor transcricional da proteína que 

codifica o gene ramA, que por sua vez controla a expressão dos genes do sistema de efluxo 

multidrogas AcrAB-TolC (Aboouzed et al., 2008; Baucheron et al., 2012; Yamasaki et al., 

2013). 

O lócus repressor de ramA, chamado ramR, cujo gene é encontrado “upstream” de 

ramA, em sentido oposto, foi identificado em S. enterica e codifica uma proteína da família 

de repressores da transcrição (TetR) (Aboouzed et al., 2008; Bialek-Davenet et al., 2011). 

O locus intrínseco de ram, codificado pelos genes ramR–romA–ramA, foi primeiramente 

descrito em K.pneumoniae (George et al., 1995). O gene ramR é um regulador negativo da 

transcrição de ambos os genes romA–ramA e está localizado na posição 622040 até 622621 

compreendendo 582 nucleotídeos (Figura 7) (Majundar et al., 2014). 

 

 

 

 

 

Figura 7: Diagrama esquemático da região compreendendo ramR a ramA de K. 

pneumoniae com a localização das mutações identificadas. 
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                             Fonte: Hentschke et al., 2010 

 

 

 

Se a expressão de ramA é controlada pelo regulador negativo ramR, a depleção ou 

mutação de ramR tem implicado na ativação de RamA, promovendo a super expressão da 

bomba de efluxo AcrAB-TolC (Bratu et al., 2009; Pérez et al., 2012; Villa et al., 2014). A 

superexpressão de ramA parece ser a causa da super expressão de AcrAB em 

K.pneumoniaee E. cloacae, mas bases moleculares da “upregulation” não podem ser 

definidas nessas espécies (Hentschke et al., 2010). 

Algumas mutações em ramR afetam a expressão do sistema de efluxo, vários tipos 

de mutações em ramR foram identificadas em isolados de S. typhimurium, S. enterica e K. 

pneumoniae multidroga-resistentes, o que resulta em aumento da expressão de ramA e 

aumento da resistência mediada pelo efluxo de mútiplas drogas (Hentschke et al., 2010; 

Akiyama; Khan, 2012; Baugheron 2013; Yamasaki et al., 2013). Essas mutações pontuais 

ocorrem em diferentes posições e essas mudanças genéticas são distribuídas ao longo do 

gene ramR que mais adiante pode acarretar na modificação do aminoácido, um “stop 

códon” prematuro ou a síntese truncada da proteína RamR (Biaek-Davenet et al., 2011).  

Biaek-Davenet et al., (2011) analisando isolados clínicos de K. pneumoniae 

encontraram mutações pontuais em ramR as quais foram responsáveis pela super expressão 
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dos genes ramA e acrB, no entanto a localização dessas mutações foram direntes das 

descritas por  Hentschke et al. (2010).  Biaek-Davenet et al. (2011) encontraram mutações 

nos nucleotídeos 58, 70, 78, 104, 364, 454 e 490, já Hentschke et al., (2010) encontraram 

mutações nos nucleotídeos 40, 122, 136, 137, 147 e 542 (figura 7). 

 

2.5.4 Genes qnr  

 

Mecanismos secundários estão associados com uma redução na susceptibilidade 

das bactérias às fluoroquinolonas, tais como a presença de genes qnr, aac(6’)- Ib-cr,  qepA 

e oqxA e oqxB. Estes genes são geralmente transportados por plasmídeos, de forma que 

eles são conhecidos como mecanismo de resistência às quinolonas mediada por plasmídeos 

(PMQR) e estão implicados na susceptibilidade reduzida às fluoroquinolonas (Domínguez-

Herrera et al., 2013).  

O gene qnr é responsável por codificar uma proteína de mesmo nome (Qnr) de 218 

aminoácidos, capaz de proteger a DNA girase e a topoisomerase IV da ligação às 

quinolonas (Minarini; Darini, 2012). A função da proteína Qnr ainda permanece obscura, é 

possível que a interação entre as proteínas qnr e a topoisomerase II ou DNA girasse de 

alguma forma afete tanto a replicação cromossômica bacteriana quanto a sua forma 

(Machuca et al., 2014). A proteína Qnr se fixa as enzimas em competição com o DNA 

bacteriano, a redução do número de complexos binários topoisomerases-DNA diminui a 

fixação das quinolonas nos sítios ativos o que confere um aumento dos níveis de 

resistência às fluoroquinolonas (Jacoby et al., 2006).   

 Em 1998, o primeiro gene mediada por plasmídeo exibindo resistência às 

fluoroquinolonas, atualmente denominada qnrA1 relatado em um isolado de K. 

pneumoniae, foi identificado. Sete variantes do gene qnrA (qnrA1 a qnrA7), 80 variantes 

de qnrB (qnrB1 a qnrB80), 9 variantes de qnrS (qnrS1 a qnrS9), 1 variante de qnrC, 2 

variantes de qnrD (qnrD1 e qnrD2), e 6 variantes de qnrVC (qnrVC1 a qnrVC6) foram 

relatados até outubro de 2014 (http://lahey.org/qnrStudies). A clonagem e expressão dos 

genes qnrA, qnrB, e qnrS no isolado J53 de Escherichia coli produziu um aumento de 

aproximadamente 32 vezes nos MICs de ciprofloxacina (Okade et al., 2014). 

 Os genes PMQR conferem baixos níveis de resistência às quinolonas, porém 

complementam o nível de resistência causada por outros mecanismos (Yang; Nam; Lee 

http://lahey.org/qnrStudies
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2013), alguns PMQRs genes estão associados com a produção de ESBLs (Nam et al., 

2013; Park et al., 2012).  

A presença de genes PMQR pode facilitar o desenvolvimento de mutações na 

região QRDR de gyrA, bem como aumentar a resistência à quinolonas e, 

consequentemente, reduzir o seu uso clínico (Ferrari et al., 2011). Embora os genes qnr 

estejam presentes em isolados clínicos de todos os continentes, a incidência de genes qnr 

em E. coli é mais baixa do que outros mecanismos de resistência, tais como β-lactamases. 

As potenciais implicações clínicas dos genes qnr baseiam-se na sua capacidade de ser 

transferido para outro isolado. Genes qnr presentes em E. coli contendo uma substituição 

de Ser83Leu em GyrA, podem desempenhar um papel significativo na aquisição de alto 

nível de resistência às quinolonas e, conseqüentemente, poderá causar falhas terapêuticas 

(Domínguez-Herrera et al., 2013). 

O alto nível de genes qnr foi detectado em enterobactérias comensais de crianças 

saudáveis no Peru e Bolívia, onde qnrB estava presente em 54% e qnrS em 14% dos 

espécimes. Mecanismos envolvidos em resistência a quinolonas é sem dúvida, uma 

questão importante na América do Sul. Um relato incluindo isolados nosocomiais de K. 

pneumoniae entre 2008 e 2010 indicou que a resistência a fluoroquinolonas ocorreu em 

taxas de 51,7% na Argentina, 44,4% no Brasil e 47,3% no Chile (Gales et al., 2012). No 

Chile, a prevalência de resistência a fluoroquinolona em E. coli de isolados hospitalares 

variaram de 35% a 39%, enquanto 19% dos isolados adquiridos na comunidade, causando 

infecções no trato urinário, mostrou este fenótipo (Gales et al., 2012; Silva et al., 2011).   

Entre 2000 e 2005 no Brasil, genes qnr foram encontrados em cerca de 3% dos 

isolados clínicos de enterobactérias resistentes a ácido nalidíxico recuperados a partir de 

pacientes externos, incluindo qnrA em E. cloacae, qnrB2 em E. coli e K. pneumoniae, e  

qnrB8 em C. freundii (Minarini et al., 2007, 2008b). Cinco anos mais tarde, no entanto, um 

projeto sobre resistência nosocomial ao ácido nalidíxico em Enterobacteriaceae realizado 

na mesma área geográfica, detectou 12,3% de genes qnr sendo a variante qnrB1 

identificada como a mais prevalente, seguida por qnrS1, qnrB2 e qnrB19 (Viana et al., 

2013). No Brasil, a prevalência entre isolados resistentes a ciprofloxacina de E. coli 

isoladas de infecção urinária durante 2011 e 2012 mostrou uma taxa de 9% a 17%, 

dependendo da região adquirida na comunidade estudada (Araujo et al., 2011; Rocha et al., 

2012).  
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Até o presente momento não existem estudos brasileiros publicados que avaliem a 

presença dos genes qnr, como também a presença de mutações em gyrA, gyrB e parC, em 

isolados  K. pneumoniae portadores do gene blaKPC provenientes de infecção e colonização. 

Adicionalmente, também não existe no Brasil, relatos na literatura pesquisada do sistema 

de efluxo acrAB-TolC, acrEF-TolC e seus reguladores em K. pneumoniae.  
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3. OBJETIVOS 
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3.1. Objetivo geral 

 

Investigar a ocorrência de genes de resistência a quinolonas em isolados 

multirresistentes de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC, provenientes de 

colonização e infecção em pacientes de hospitais públicos de Recife-PE, como também 

avaliar alterações ultraestruturais provocadas pela polimixina B, por meropenem e pela 

associação entre polimixina B e meropenem nestes isolados.  

   

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Analisar o perfil de resistência aos agentes antimicrobianos em isolados de K. 

pneumoniae portadores do gene blaKPC. 

 Investigar a ocorrência dos genes de resistência qnrA, qnrB,qnrS, acrB, acrF e 

ramR nos isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC. 

 Investigar a presença de mutações nos genes gyrA, gyrB, parC e ramR. 

 Avaliar a expressão das bombas de efluxo AcrAB e AcrEF nos isolados de K. 

pneumoniae.  

 Identificar possíveis alterações ultraestruturais e a intensidade dessas alterações em 

isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC submetidos a concentração 

clinicamente relevante de polimixina B, de meropenem, assim como de polimixina 

B associado com meropenem.  
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4.1. Isolados bacterianos  

 

Foram analisados 30 isolados hospitalares de K.pneumoniae previamente 

selecionados por serem resistentes a quinolonas e positivos para o gene blaKPC, 

provenientes de colonização (swab retal), infecções urinárias ou infecções respiratórias, de 

três hospitais públicos da cidade do Recife-PE, Brasil, entre 2011 e 2012. Os isolados de 

K. pneumoniae selecionados foram anteriormente identificados bioquimicamente pelo 

sistema automatizado Bactec 9120/Phoenix-BD nos hospitais e ao chegar ao Laboratório 

de Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical, 

Universidade Federal de Pernambuco, foi confirmada a pureza da cultura através de testes 

bioquímicos convencionais: fermentação de glicose, lactose e sacarose, produção de H2S, 

degradação da uréia, citrato e descarboxilação da lisina, produção de indol e motilidade 

(Koneman et al., 2008).  Os 30 isolados de K. pneumoniae selecionados para esse trabalho 

fazem parte do estoque de culturas bacterianas do referido Departamento,  já tipadas 

quanto ao perfil de resistência, perfil de ERIC-PCR e presença do gene blaKPC (Melo et al., 

2014). Para seqüenciamento de DNA dos genes encontrados nesse estudo e expressão de 

bombas de efluxo foram selecionados 6 isolados (K3-A2, K12-A2, K25-A2, K27-A2, 

K19-A2 e K3-C2) sem relação clonal e resistentes a 15 ou mais antimicrobianos, inclusive 

resistente a 4 quinolonas. As culturas encontram-se preservadas em glicerol 20% a -70 ºC e 

para realização das análises foram crescidas em meio Caldo Infuso de Cérebro e Coração 

(BHI) a 37 ºC por 18 horas. 

 

4.2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

A susceptibilidade dos isolados a diferentes classes de antimicrobianos foi 

detectada pelo sistema automatizado Bactec 9120 (Phoenix BD). O método de difusão em 

disco proposto por Kirby e Bauer foi adicionalmente utilizado para quinolonas e a 

determinação da concentração inibitória mínima (CIMs) para polimixina B meropenem 

CLSI (2014). Foram utilizados os seguintes antimicrobianos: amoxicilina-clavulanato 

(AMC); amoxicilina (AMO); amicacina (AMI); aztreonam (ATM); ceftazidima (CAZ); 

cefoxitina (CFO); cefotaxima (CTX); cefepime (CPM); piperaciclina/tazobactam (PIT); 

polimixina B (POL); trimetropim/sulfametoxazol (SUT); gentamicina (GEN); 
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ciprofloxacina (CIP); norfloxacina (NOR); ácido nalidíxico (NAL); levofloxacina (LEV); 

imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT). As leituras das CIMs de 

polimixina B e meropenem e do método de difusão em disco, foram realizadas respeitando 

os critérios do CLSI (2014). 

 

4.3. Extração de DNA total 

 

O DNA genômico dos 30 isolados foi extraído diretamente das colônias em 

suspensão em 200µl de água destilada. A suspensão foi aquecida a 100
o
C por 10 minutos, 

centrifugada (5min/10.000g) e 100µl do sobrenadante contendo o DNA foram mantidos à -

20ºC até o momento de uso. Após a extração, o DNA foi quantificado em NanoDrop 2000c 

UV-Vis Spectrophotometer.   

 

4.4. Condições da PCR para amplificação da região QRDR dos genes gyrA, 

gyrB e parC. 

  

Os genes gyrA, gyrB e parC foram investigados em 4 isolados de K. pneumoniae 

(K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2) pela técnica de PCR, com os primers descritos na 

tabela 2. As reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 µl por 

tubo, compreendendo: 1µl de DNA genômico a 5ng/µL, 2,0U da enzima Taq DNA 

polimerase (Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl2, tampão 5X e 

10 µmol dos primers. Em cada partida de amplificação foi incluso um controle negativo.       

As amplificações do gene gyrA foram realizadas com desnaturação inicial de 12 

minutos a 94°C seguidas de 30 ciclos, correspondendo cada ciclo a 1 minuto a 94ºC para 

desnaturação, 30 segundos  a 55ºC para o anelamento e 1 minuto a 72ºC para a extensão e 

uma extensão final de 5 minutos a 72 ºC. As amplificações do gene gyrB foram realizadas 

com desnaturação inicial de 12 minutos a 95°C seguidas de 35 ciclos, correspondendo cada 

ciclo a 30 segundos a 94ºC para desnaturação, 30 segundos a 65ºC para o anelamento e 45 

segundos a 72ºC para a extensão e uma extensão final de 5 minutos a 72 ºC. As 

amplificações do gene parC foram realizadas com desnaturação inicial de 12 minutos a 

95°C seguidas de 30 ciclos, correspondendo cada ciclo a 1 minuto a 94ºC para 

desnaturação, 1 minuto a 55ºC para o anelamento e 1 minuto a 72ºC para a extensão e uma 

extensão final de 5 minutos a 72 ºC.  
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4.5. Condições da PCR para amplificação dos genes acrB e acrF 

 

Os genes de resistência acrB e acrF foram investigados pela técnica de PCR nos 30 

isolados de K. pneumoniae, com os pares de primers descritos na tabela 2. As reações de 

amplificação foram preparadas em um volume total de 25 µl por tubo, compreendendo: 1µl 

de DNA genômico a 5ng/µL, 2,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 8 mM de 

dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl2, tampão 5X e 10 µmol dos primers. Em cada 

partida de amplificação foi incluso um controle negativo. As amplificações dos genes acrB 

e acrF foram realizadas com desnaturação inicial de 10 minutos a 94°C seguidas de 30 

ciclos, correspondendo cada ciclo a 30 segundos a 94ºC para desnaturação, 1 minuto a 

61ºC para o anelamento e 2 minutos a 72ºC para a extensão e uma extensão final de 10 

minutos a 72 ºC.  

  

4.6. Condições da PCR para amplificação do gene ramR 

 

O gene de resistência ramR foi investigado pela técnica de PCR em 4 isolados de K. 

pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2), com os pares de primers descritos na 

tabela 2. As reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 µl por 

tubo, compreendendo: 1µl de DNA genômico a 5ng/µl, 2,0U da enzima Taq DNA 

polimerase (Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl2, tampão 5X  e 

10 µmol dos primers. Em cada partida de amplificação foi incluso um controle negativo. 

As amplificações do gene ramR foi realizada com desnaturação inicial de 10 minutos a 

95°C seguidas de 30 ciclos, correspondendo cada ciclo a 1 minuto a 95ºC para 

desnaturação, 1 minuto a 60ºC para o anelamento e 1 minuto a 72ºC para a extensão e uma 

extensão final de 10 minutos a 72 ºC.  

 

4.7. Condições da PCR para amplificação dos genes qnr 

 

Os genes de resistência qnrA, qnrB e qnrS foram investigados pela técnica de PCR 

nos 30 isolados de K. pneumoniae, com os pares de primers descritos na tabela 2. As 

reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 µl por tubo, 

compreendendo: 1µl de DNA genômico a 5ng/µL, 2,0U da enzima Taq DNA polimerase 

(Promega), 8 mM de dNTP (Ludwig Biotec), 25 mM de MgCl2, tampão 5X e 10 µmol dos 
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primers. Em cada partida de amplificação foi incluso um controle negativo. As 

amplificações do gene qnrA foram realizadas com desnaturação inicial de 10 minutos a 

95°C seguidas de 32 ciclos, correspondendo cada ciclo a 45 segundos a 95ºC para 

desnaturação, 45 segundos  a 54ºC para o anelamento e 1 minuto a 72ºC para a extensão e 

uma extensão final de 10 minutos a 72 ºC. As amplificações do gene qnrB foram realizadas 

com desnaturação inicial de 10 minutos a 95°C seguidas de 35 ciclos, correspondendo cada 

ciclo de 1 minuto a 95ºC para desnaturação, 1 minuto a 63ºC para o anelamento e 1 minuto 

a 72ºC para a extensão e uma extensão final de 10 minutos a 72 ºC. As amplificações do 

gene qnrS foram realizadas com desnaturação inicial de 10 minutos a 95°C seguidas de 35 

ciclos, correspondendo cada ciclo de 1 minuto a 95ºC para desnaturação, 1 minuto a 64ºC 

para o anelamento e 1 minuto a 72ºC para a extensão e uma extensão final de 10 minutos a 

72 ºC. 

 

4.8. Eletroforese em gel de agarose 

 

Os produtos de amplificação dos genes qnrA, qnrB, qnrS, acrB, acrF, ramR, gyrA, 

gyrB e parC foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampão TBE 

(Tris; ácido bórico; EDTA e água MilliQ q.s.p.)  e voltagem constante de 100 v. Foi 

utilizado um marcador de 100pb (Ludwig biotec) como padrão de peso molecular, 

visualizados em transiluminador de luz ultra-violeta (UV) e fotografados pelo sistema de 

fotodocumentação Photocap (Vilber Lourmat). 

 

4.9. Purificação dos produtos de PCR e Sequenciamento de DNA 

 

Os produtos amplificados por PCR dos genes qnrB, acrB, acrF, ramR, gyrA, gyrB e 

parC de 6 isolados de K. pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2, K27-A2, K19-A2 e K3-

C2), foram purificados através do kit PCR Purification ( Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up System- Promega), de acordo com as instruções do fabricante. Após a purificação, 

esses produtos foram quantificados em nano-drop e enviados ao Laboratório Central do 

CCB/UFPE- LABCEN para o seqüenciamento de DNA, realizado através do método de 

terminação de cadeia de desoxirribonucleotídeo (Sanger et al., 1977), utilizando o 

sequenciador 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems). As sequências obtidas foram 

analisadas através do Software Chromas (http://www.mybiosoftware.com/sequence-

http://www.mybiosoftware.com/sequence-analysis)/
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analysis) e comparadas com as sequências depositadas nos bancos de dados do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) através da ferramenta BLAST (Basic Local 

Alignment Search tool). Para avaliar mutações nas regiões QRDRs dos genes gyrA, gyrB, 

parC e mutações em ramR, após o alinhamento no Blast, as sequências de  nucleotídeos 

foram transformadas em sequências de aminoácidos pelo SMS (Sequence manipulation 

Suite -    http://www.bioinformatics.org/sms2/trans_map.html ) através da ferramenta 

Translation Map. As sequências foram depositadas no GenBank, com os seguintes 

números de acesso: KP144334; KP144337; KP144338 e KP271121. 

 

4.10. Extração de RNA total  

 

O RNA de 4 isolados selecionados de K. pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e 

K27-A2), para análise da expressão das bombas de efluxo, foi extraído através do Kit SV 

Total RNA Isolation System (Promega), de acordo com as instruções do fabricante. Após a 

extração, o RNA foi quantificado em nano-drop e armazenado em deep-freezer a -70°C no 

Aggeu Magalhães-CPqAM, Fiocruz-PE. 

 

4.11. Condições da RT-PCR para os gene acrB e acrF 

 

Para avaliar a expressão das bombas de efluxo, através da presença ou ausência dos 

transcritos acrB e acrF, foi realizado a RT-PCR qualitativa com RNA total extraído dos 4  

isolados de K. pneumoniae selecionados (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2), através  do 

Kit Access RT-PCR System (Promega), que foi projetado para uma trascrição reversa 

seguido de amplificações por PCR. As reações de amplificação foram preparadas em um 

volume total de 50 µl por tubo, compreendendo: 2µl de RNA total a 50ng/µL, 5,0U da 

enzima Tfl DNA polimerase, 5,0U da enzima AMV Reverse transcriptase, 10 mM de 

dNTP, 25 mM de MgSO4, tampão AMV/TFL 5X ,  50 pmol dos primers e água livre de 

nuclease q.s.p. Em cada partida de amplificação foi incluso um controle negativo sem 

RNA, um controle positivo com primer e RNA fornecidos pelo próprio Kit e um controle 

negativo da transcrição sem a enzima AMV Reverse transcriptase. A síntese da primeira 

fita de DNA complementar foi realizada com um ciclo de 45°C por 45 minutos, um ciclo a 

94°C por 2 minutos (transcrição reversa), a segunda fita de DNA complementar e as 

amplificações por PCR foram realizadas com 40 ciclos, correspondendo cada ciclo a 30 

http://www.mybiosoftware.com/sequence-analysis)/
http://www.bioinformatics.org/sms2/trans_map.html
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segundos a 94ºC para desnaturação, 1 minuto a 61ºC para o anelamento e 2 minutos a 72ºC 

para a extensão e uma extensão final de 10 minutos a 72 ºC. Os produtos amplificados 

foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%, visualizados em trasiluminador de 

luz ultra-violeta e fotografados pelo sistema de fotodocumentação.     

 

4.12. Determinação das Concentrações inibitórias mínimas (CIMs)  

 

Antes da determinação das CIMs foi ralizado o teste de controle de qualidade dos 

antimicrobianos com a cepa de referência E. coli ATCC 25922, segundo as normas do 

CLSI (2014). A cepa foi semeada em BHI por 18h à 37°C, posteriormente foi preparado o 

inóculo em Caldo Müeller-Hinton Cátion ajustado (CAMHB) com uma suspensão 

padronizada a 0,5 na escala de turbidez de McFarland correspondente a 2 x 10
8
 CFU/ml. O 

teste de controle de qualidade dos antimicrobianos foram determinados usando 

concentrações derivadas de diluições duplas seriadas em base 2 (0,00195; 0,0039; 0,0078; 

0,0156; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5; 1 μg/ml) para o meropenem (European 

Pharmacopoeia (EP) Reference Standard- Sigma) e (0,0156; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5; 

1; 2; 4; 8 μg/mL) para a polimixina B (Eurofarma). O critério de interpretação do teste de 

controle de qualidade utilizado foi o proposto pelo CLSI (2014). 1 μl do inóculo ajustado 

da cepa de referência foi adicionada a 999 μl CAMHB estéril contendo o antimicrobiano a 

ser testado nas concentrações seriadas. Os inóculos bacterianos finais foram mantidos a 37º 

C por 18 horas e posteriormente foi ralizada a leitura do teste de controle de qualidade dos 

antimicrobianos. Os CIMs de meropenem e polimixina B foram determinados para 4 

isolados de K. pneumoniae (K3-A2, K12-A2, K25-A2 e K27-A2), os isolados foram 

semeados em BHI por 18h à 37°C, o inóculo foi comparado e ajustado com a escala 0,5 de 

MacFarland, correspondente a 2 x 10
8
 UFC/mL. Os CIMs foram determinados usando 

concentrações derivadas de diluições duplas seriadas em base 2 (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 

32; 64; 128 μg/mL para o meropenem (European Pharmacopoeia (EP) Reference Standard- 

Sigma) e para a polimixina B (Eurofarma). O critério de sensibilidade e resistência 

utilizado foi o proposto pelo CLSI (2014).  Foi adicionado 1 μl do inóculo bacteriano, 

anteriormente ajustado, a 999 μl de CAMHB estéril contendo o antimicrobiano testado nas 

concentrações seriadas. Os inóculos bacterianos finais foram mantidos a 37º C por 18 

horas, posteriormente foi realizada a leitura das CIMs dos antimicrobianos testados para 

cada isolado. 
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4.13. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

Para a análise pela microscopia eletrônica de transmissão foram analisados dois 

isolados de K. pneumoniae (K3-A2 e K12-A2) na presença de concentração clinicamente 

relevante (definida como a concentração necessária para atingir exposições do fármaco no 

plasma em adultos com função renal e hepática normal, concentração esta que se baseia 

nos “breakpoints”) para polimixina B (4µg/mL),  meropenem (4µg/mL), e para a 

associação entre polimixina B e meropenem (4µg/mL + 4µg/mL). Em todos os 

processamentos foram incluídas um controle negativo do isolado nas mesmas condições, 

sem a presença de antibiótico. Todos os isolados foram inoculados em meio BHI por 6 

horas a 37º C na presença ou ausência do antibiótico a ser analisado, conforme o protocolo 

do CLSI (2014). Os isolados foram fixados e processados, as culturas foram lavadas em 

tampão fosfato 0,1M, pH, 7,2-7,4 estéril e centrifugadas a 3500 rpm por 2 minutos para 

posterior fixação em Tampão fosfato 0,1M, glutaraldeído a 2,5% e paraformaldeído 4% 

(Sigma Aldrich) (Brayner et al., 2005). 

Após a fixação foram realizadas 3 lavagens em tampão fosfato 0,1M, pós-fixação 

em tetróxido de ósmio a 1% em tampão fosfato 0,1M por 1 hora e posteriormente a 

contrastação em bloco utilizando acetato de uranila a 5% (Electron Microscopy Science). 

Posteriormente foram realizadas três lavagens, duas em tampão fosfato 0,1M e uma em 

água destilada de 10 minutos cada para posterior desidratação, utilizando uma série 

crescente de acetona (Sigma Aldrich) a 30, 50, 70, 90 e três vezes a 100%, por 10 minutos 

cada etapa. Após a desidratação foi realizada a infiltração do material para substituição da 

acetona por resina Epon 812 em séries crescentes e overnight de 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e resina 

pura (Electron Microscopy Science). O material foi emblocado, realizado cortes ultrafinos 

para contrastação com acetato de uranila 5% por 30 minutos e citrato de chumbo por 10 

minutos (Electron Microscopy Science). Em seguida as amostras foram visualizadas em 

microscópio eletrônico de transmissão (Tecnai Spirit G1 BioTwin G2-FEI Company) do 

Núcleo de Plataformas Tecnológicas- NPT do CPqAM/FIOCRUZ. 

 

4.14. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Para a análise pela microscopia eletrônica de varredura foram analisados dois 

isolados de K. pneumoniae (K3-A2 e K12-A2) na presença de na presença de concentração 
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clinicamente relevante para a polimixina B (4µg/mL),  meropenem (4µg/mL), e para a 

associação entre polimixina B (4µg/mL + 4µg/mL) e meropenem. Em todos os 

processamentos foram incluídas um controle negativo do isolado nas mesmas condições, 

sem a presença do antibiótico. Todos os isolados foram inoculados em meio BHI por 6 

horas a 37º C na presença ou ausência do antibiótico a ser analisado, conforme o protocolo 

do CLSI (2014). Os isolados foram fixados e processados, as culturas foram lavadas em 

tampão fosfato 0,1M, pH, 7,2-7,4 estéril e centrifugadas a 3500 rpm por 2 minutos para 

posterior fixação em Tampão fosfato 0,1M, glutaraldeído a 2,5% e paraformaldeído 4% 

(Sigma Aldrich) (Brayner et al., 2005). Após a fixação foram realizadas 3 lavagens em 

tampão fosfato 0,1M, a  pós-fixação foi realizada em tetróxido de ósmio a 1% em tampão 

fosfato 0,1M por 1 hora (Sigma Aldrich). Posteriormente foram realizadas três lavagens, 

duas em tampão fosfato 0,1M e uma em água destilada de 10 minutos cada para posterior 

desidratação, utilizando uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes de 

100% por 10 minutos cada etapa (Sigma Aldrich). Após a desidratação foi realizado o 

ponto crítico para a substituição do etanol por dióxido de carbono, obtendo-se a secagem 

do material para montagem do material seco em stubs metálicos utilizando uma fita dupla 

face de carbono. Em seguida, foi realizada a metalização cobrindo o material com uma fina 

camada de ouro e a visualização da superfície dos isolados bacterianos no microscópio 

eletrônico de varredura (ZEISS EVO LF-15) no Setor de Microscopia Eletrônica do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami – LIKA/UFPE. 

 

4.15. Considerações Éticas 

 

Os isolados de K. pneumoniae utilizados nesse estudo são amostras secundárias de 

outro projeto de pesquisa, já aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisas do Hospital 

Agamenom Magalhães (nº de Registro do Comitê-47, CAAE-0040.0.236.000.11) e 

atualmente fazem parte do estoque de culturas bacterianas do Laboratório de Bacteriologia 

e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical, UFPE. Os isolados são 

amostras secundárias fornecidas pelas instituições, apenas com as informações de sítio de 

infecção e resultado do antibiograma realizado no laboratório de análises clínicas do 

hospital, não dispomos de nenhum contato ou dados de prontuários de pacientes, não 

havendo a possibilidade de identificação dos mesmos. Portanto, não existem implicações 

éticas.  
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Tabela 2: Primers utilizados na PCR e seqüenciamento de DNA para detecção dos genes 

gyrA, gyrB, parC, acrB, acrF, ramR, qnrA, qnrB e qnrS. 

Primer Sequência (5`- 3`) temp.
(a)

 Referência Gene 

gyrA F 

gyrA R 

CGCGTACTATACGCCATGAACGTA 

ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG 
55°C 

Brisse e Verhoef et al. 

(2001) 
gyrA 

gyrB F 

gyrB R 

ATGGATAAAGAAGGCTACAGCA 

TCGACGTCCGCATCGGTCAT 
65°C Nam et al. (2013) gyrB 

parC F 

parC R 

ATGTACGTGATCATGGACAG 

ATTCGGTGTAACGCATGGC 
55°C Nam et al. (2013) parC 

acrB F 

acrB R 

TCAAACCAGGTGTGCAGGTA 

TTAATACCCAGACCGGATGC 
61°C Bratu  et al. (2009) acrB 

acrU7 

acrL4 

GAGCTGATTGACCAGG 

CTGATAAGACATCCCGGTCCA 
61°C Padilha et al. (2010) acrF 

ramR F 

ramR R 

CACGGTTCATATCCTGACCA 

CCRTCGACCTTAAACACGTC 
60°C 

Bialek-Davenet et al. 

(2011) 
ramR 

qnrAF 

qnrAR 

ATTTCTCACGCCAGGATTTG 

GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 
54°C Robicsek et al. (2006) qnrA 

   qnrB-For 

qnrB-Rev 

GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 

 ATGAGCAACGATGCCTGGTA 
63°C Kim  et al. (2009) qnrB 

qnrSmF 

qnrSmR 

GCAAGTTCATTGAACAGGGT 

TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 
64°C Cattoir et al. (2007) qnrS 

(a) 
Temp,

 
temperatura de anelamento dos primers 
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5.1. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

  

Todos os 30 isolados de K. pneumoniae analisados mostraram resistência a 

amoxicilina, amoxicilina/clavulanato, cefepime, cefotaxima, e piperacilina/tazobactam, 

dentre esses, 96.7% (n=29) foram resistentes ao aztreonam e ceftazidima, 93.4% (n=28) ao 

trimetropim/sulfametoxazol, 73.3% (n=22) a cefoxitina e 63.3% (n=19) à gentamicina. 

Quanto às quinolonas testadas, os isolados demostraram 100% de resistência a 

ciprofloxacina, 96.7% (n=29) de resistência ao ácido nalidíxico, 93.4% (n=28) de 

resistência a norfloxacina e 60% (n=18) de resistência a levofloxacina, como também altos 

níveis de resistência aos carbapenêmicos testados, sendo 100% (n=30) de resistência ao 

ertapenem, 80% (n=24) de resistência ao meropenem e 73.3% (n=22) de resistência ao 

imipenem. Os isolados de K. pneumoniae analisados foram mais susceptíveis a polimixina 

B e amicacina quando comparada aos demais antimicrobianos, apenas 6,7% (n=2) foram 

resistentes a amicacina e 10% (n=3) foram resistentes a polimixina B (tabela 3). Os 

isolados (K3-A2 e K12-A2) de K. pneumoniae analisados, tanto de colonização como de 

infecção mostraram o mesmo perfil de resistência incluindo resistência a polimixina B e ao 

meropenem sendo sensível apenas a amicacina e com resistência intermediária a 

levofloxacina. As CIMs com microdiluição em caldo para meropenem nos isolados 

avaliados confirmou a taxa de resistência encontrada quando comparado com o método de 

difusão em disco.  Por outro lado, as CIMs para polimixina B com microdiluição em caldo 

se mostraram divergentes do método de difusão em meio sólido. O isolado K3-A2 

considerado sensível no método de disco difusão, quando reavaliado pela microdiluição em 

caldo foi classificado como resistente a polimixina B (tabela 5).  

 

5.2. Análise de mutação nas QRDRs dos genes gyrA, gyrB e parC 

  

As análises de mutações gênicas foram realizadas nos representantes (K3-A2, K12-

A2, K25-A2 e K27-A2) com diferentes perfis clonais para excluir a possibilidade da 

análise em um mesmo clone. Os isolados foram analisados quanto a presença de mutações 

nas posições Ser83 e Asp87 para o gene gyrA, Ser80 e Glu84 para o gene parC e Ser359, 

Ser367 e Glu466 para o gene gyrB. Neste trabalho, dos 4 isolados analisados, dois (K25-

A2 e K27-A2) apresentaram mutação em gyrA na posição Ser83 onde a troca de um 
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aminoácido originou a mudança de uma Serina para uma Leucina. A sequência mutada 

encontra-se depositada no GenBank com o número de acesso: KP 271120. 

O isolado K25-A2, resistente às fluoroquinolonas, apresenta mutação na QRDR de 

gyrA e não apresentou nenhum dos genes qnr investigados. Por outro lado, o isolado K27-

A2 apresenta o gene qnrB associado com  uma mutação na QRDR de gyrA. Nenhuma 

mutação em gyrB e parC foram encontradas nas posições analisadas (tabela 4). 

 

5.3. Presença e expressão de Bombas de efluxo acrAB e acrEF e análise de mutação 

do gene regulador ramR 

 

A investigação de bombas de efluxo revelou a presença do gene acrB que codifica a 

bomba acrAB-TolC e a presença do gene acrF que codifica a bomba acrEF-TolC em todos 

os 30 isolados de K. pneumoniae analisados. Por RT-PCR foi confirmada a transcrição dos 

genes acrB e acrF nos 4 isolados selecionados, revelando a expressão de ambas as bombas 

investigadas.  

Os isolados K3-A2 e K12-A2, que expressavam as duas bombas de efluxo, não 

apresentaram mutação em gyrA, porém apresentaram qnrB1. O isolado K25-A2, também 

com as duas bombas, mostrou mutação em gyrA, porém não carreava nenhum dos genes 

qnr testados e o isolado K27-A2, além das duas bombas, apresentou mutação em gyrA e 

presença de qnrB (tabela 4). 

Na análise da sequência do regulador ramR, as mutações foram investigadas nas 

posições 58 G>C e 104 G>C de acordo com (BialeK-Davenetet al., 2011) e nas posições 

40 A>T, 122 C>T e 136 C>T de acordo com (Hentschke et al., 2010). O isolado K3-A2 

apresentou mutações nas posições 40 e 122, os outros 3 isolados analisados não 

apresentaram mutação em ramR nas posições avaliadas (tabela 4). A sequência mutada 

encontra-se depositada no GenBank com o seguinte número de acesso: KP730602. 

 

5.4. Presença e variantes de genes qnr 

 

Neste estudo, a análise de PCR mostrou que 73,3% (n=22) dos isolados 

apresentaram o gene qnrB (tabela 3), o sequenciamento revelou a presença da variante 

qnrB1 em 2 dos isolados e a presença do gene qnrB12 em outros 2 isolados (tabela 4).  Os 

isolados K3-A2 e K12-A2 apresentaram ambos os genes qnrB1 e blaKPC-2, os isolados 
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K19-A2 e K3-C2 apresentaram os genes qnrB12 e blaKPC-2. Não foram encontrados qnrA e 

qnrS nos isolados de K. pneumoniae analisados. 

  

5.5 Análises ultraestruturais e morfológicas  

 

As células controle dos 2 isolados de K. pneumoniae (K3-A2 e K12-A2), analisadas 

pela MET sem adição de antimicrobianos, apresentaram morfologia conservada com 

parede celular íntegra e conteúdo citoplasmático de aspecto eletrodenso, sendo possível 

observar a presença de ribossomos e material genético distribuídos pelo citoplasma 

bacteriano, (figuras 8A e 9A). A análise das células controles pela MEV demonstrou 

morfologia bacteriana conservada em formato de bastão, número expressivo de células e 

comprimento celular compreendido entre 1 a 5µm (figuras 10A e 11A).    

 

Isolado K3-A2 

 

O isolado K3-A2 mesmo apresentando o gene blaKPC, bombas de efluxo, mutação 

em ramR e resistência a meropenem e polimixina B, demonstrou alterações celulares 

ultraestruturais comparados com as células controle, quando submetido a estes 

antimicrobianos sozinhos ou associados.  

A análise da MET mostrou que as células do isolado K3-A2 submetidas ao 

meropenem apresentaram inúmeras alterações morfológicas, aumento do espaço 

periplasmático com maior visualização nas extremidades das células sugerindo retrações 

citoplasmáticas (figura 8B). Foram observados pequenos compartimentos citoplasmáticos 

e desorganização estrutural na membrana citoplasmática e parede celular sem a 

manutenção da forma normal das células bacterianas (figura 8C). As alterações 

morfológicas foram reproduzidas também na análise pela MEV, na qual foram verificados 

(figura 10B) diferentes formatos nas células do isolado K3-A2, apresentando-se ovais, 

esféricas, com formas aberrantes ou formas indefinidas.   

Pela MET, as células bacterianas do isolado K3-A2 submetidas a polimixina B 

apresentaram condensação dos ribossomos e coagulação do DNA (figura 8D). Não foram 

observadas alterações morfológicas pela MET, pois a membrana citoplasmática e a parede 

celular encontram-se íntegras, porém pode-se visualizar o espessamento da parede celular 

(figura 8E). Através da MEV foi possível avaliar que as células do isolado K3-A2 
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mantiveram sua morfologia, porém 4µg/mL de polimixina B foi capaz de reduzir grande 

parte do número de células viáveis (figura 10C). 

A análise da MET também mostrou que as células do isolado K3-A2 quando 

submetidas à associação de polimixina B e meropenem apresentaram danos celulares mais 

intensos do que quando os antimicrobianos eram utilizados separadamente apresentando 

espessamento da parede celular, coagulação do DNA, rompimento da membrana 

citoplasmática e parede celular com perda de material citoplasmático (figuras 8F-G). De 

acordo com a MEV, as células submetidas a associação de polimixina B e meropenem não 

apresentaram alterações morfológicas, porém podem ser observadas algumas células 

rompidas com extravasamento do conteúdo citoplasmático e com o número de células 

reduzido (figura 10D). 

  

Isolado K12-A2 

 

O isolado K12-A2 mesmo apresentando o gene blaKPC, bomba de efluxo, 

resistência a polimixina B e ao meropenem, demonstrou alterações celulares 

ultraestruturais comparados com as células controle, quando submetido a estes 

antimicrobianos sozinhos ou associados.  

Através da análise da MET as células submetidas a meropenem apresentaram 

rompimento de membrana e parede celular com perda de material citoplasmático, (figuras 

9B e D). Presença de grandes espaços eletronluscentes, em destaque compartimento celular 

membranar sem material citoplasmático e a presença de célula fantasma (figura 9C). 

Mostrando através da MET que o isolado K12-A2 sofreu mais alterações com o 

meropenem do que o isolado K3-A2.  A análise pela MEV revelou que as células 

bacterianas do isolado K12-A2 submetidas a meropenem não apresentaram alterações  

morfológicas (figura 11B).  Foi possível observar pela MET que as células bacterianas do 

isolado K12-A2 submetidas a polimixina B apresentaram-se alongadas, com vários restos 

membranares em toda sua extensão devido a ação da polimixina B, o que acarretou a 

desorganização e destruição da membrana citoplasmática celular (figura 9E-G). A análise 

da MET revelou retrações citoplasmáticas, com compartimento celular membranar 

contendo material citoplasmático localizado entre a membrana e a parede celular (figura 

9E). Espessamento da parede celular, assim como rompimento da membrana 
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citoplasmática e parede celular com perda de material citoplasmático podem ser 

visualizados na figura 9F.  

De um modo geral, o isolado K12-A2 apresentou alterações mais severas quando 

submetido ao meropenem do que quando submetido a polimixina B. A análise da MEV 

mostrou células alongadas quando submetidas a polimixina B (figura 11C), o que também 

foi visualizado na análise da MET.  

A análise da MET mostrou que as células do isolado K12-A2 submetidas a 

associação de polimixina B e meropenem apresentaram danos celulares mais intensos do 

que quando os antimicrobianos eram utilizados separadamente. Foram observados 

rompimento da membrana citoplasmática e parede celular com perda de material 

citoplasmático, espessamento da parede celular, condensação dos ribossomos, coagulação 

do DNA e irregularidades na parede celular (figuras 9H-I). Através da MEV pode-se 

observar que as células do isolado K12-A2 submetidas a associação de polimixina B e 

meropenem,  aparentemente, não apresentaram alterações morfológicas, porém a 

associação 4µg/mL+4µg/mL de meropenem e polimixina B  foi capaz de reduzir a maior 

parte do número de células viáveis (figura 11D). 
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6.1 Ocorrência de genes qnrB1, qnrB12, mutação em gyrA e ramR, e expressão de 

bombas de efluxo em isolados de Klebsiella pneumoniae portadores de blaKPC-2. 

 

Desde a introdução das fluoroquinolonas, a resistência a estes agentes na família  

Enterobacteriaceae tornou-se comum e difundido. Infecções nosocomiais por K. 

pneumoniae são frequentemente tratados com cefalosporinas de espectro estendido, 

carbapenêmicos e fluoroquinolonas. No entanto, os mecanismos de resistência tais como 

genes qnr e carbapanemases foram promovendo graves problemas terapêuticos (Seyedpour 

et al., 2014). 

Genes qnr foram identificados principalmente em isolados clínicos de 

Enterobacteriaceae, incluindo K. pneumoniae, e têm sido mostrados por desempenhar não 

só um papel importante na resistência às quinolonas, mas também na resistência a outros 

antibióticos, particularmente β-lactâmicos e aminoglicosídeos (Seyedpour et al., 2014). 

O perfil de resistência dos isolados de K. pneumoniae deste estudo sugerem que os 

altos níveis de resistência as quinolonas e os carbapenêmicos estão relacionados com a 

junção de mais de um mecanismo de resistência o que pode ser justificado neste estudo 

pela presença de blaKPC-2, genes qnrB e bombas de efluxo e pode ser bem representado 

pelos isolados K3-A2, K12-A2, K19-A2 e K3-C2.  

Os dados desse estudo revelam a presença de blaKPC-2 e qnrB1, como também 

blaKPC-2 e qnrB12 em isolados de K. pneumoniae, até a presente data não existem relatos 

publicados no Brasil sobre a presença de blaKPC-2 com qnrB1 ou com qnrB12. Outros 

estudos demonstraram a presença de genes qnr juntamente com outras β-lactamases. 

Ferjane et al., (2014), na Tunísia, detectaram qnrB1 associado comblaCTX-M-15 ou blaSHV-12. 

Na França, Fillipa et al., (2014) encontraram qnrB1 junto com blaCTX-M-15. No Brasil, 

Viana et al., (2013) relataram a associação de qnrB1 com blaCTX-M-1, blaTEM-1, blaSHV-11, ou 

blaOXA-18/45-like.  Em outros países também já existem alguns relatos de associação de qnr e 

blaKPC. Chmelnitsky et al., (2008), descreveram pela primeira vez, em Israel, a presença de 

blaKPC-2 e qnrB2 em um mesmo plasmídeo de isolado de E. cloacae. Na China, Jiang et al., 

(2010) e Zhang et al., (2012), relatam, respectivamente, a presença de blaKPC-2 e qnrB4, e 

blaKPC-2 e qnrB2,  em isolados de K. pneumoniae. 

Os isolados K19-A2 e K3-C2 apresentaram o gene qnrB12, sendo o primeiro relato 

desse gene em K. pneumoniae. O gene qnrB12 tinha sido descrito anteriormente apenas em 

 Citrobacter werkmanii,  na Alemanha (Kehrenberg et al., 2008) e em Citrobacter 
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youngae, na Filândia (Gunell et al., 2009). Esse estudo demonstra a emergência desse gene 

em isolados de K. pneumoniae produtores de blaKPC-2 no Brasil. Deve-se ressaltar que em 

Citrobacter spp.,  qnrB12 parece ser um gene cromossômico, enquanto que a maioria dos 

genes qnr são plasmidiais nas enterobactérias, poucos são os relatos que sugerem uma 

localização cromossomal (Kehrenberg et al., 2008). Kehrenberg et al., (2008) sugerem que 

um plasmídeo que alberga o gene qnrB12, similar ao plasmídeo pTN60012 de K. 

pneumoniae, pode ter sido integrado ao DNA cromossomal de C. werkmanii.  

No presente trabalho o qnrB foi o gene PMRQ  mais comumente encontrado nos 

isolados de K. pneumoniae em Recife-PE, Brasil, não sendo detectado a presença dos 

genes qnrA e qnrS. Poucos são os relatos da detecção do gene qnrA no Brasil, sendo o 

primeiro relato em Minas Gerais, em isolados de  Enterobacter cloacae (Minarini et al., 

2007). Castanheira et al., (2007), relataram qnrA1 em isolados nosocomiais de E. coli. 

(Yang et al., 2014; Viana et al., 2013).  

Estudos mostram uma alta prevalência de genes qnr encontrados em enterobactérias 

provenientes de fezes de crianças saudáveis na América do Sul (Peru e Bolívia), onde 54% 

continham qnrB (Pallecchi et al., 2009; Gunnel et al., 2009). No Brasil, Veras et al., 

(2011), detectaram o gene blaSHV em isolados de K. pneumoniae provenientes da 

microbiota entérica de crianças saudáveis em Recife-PE. Esses estudos mostram a 

importância das bactérias comensais como portadores de genes de resistência a 

antimicrobianos.  

No presente estudo, 80% dos isolados (n=24) resistentes a quinolonas e portadores 

de blaKPC são amostras de colonização, podendo servir como fonte de infecção clínica ou 

como uma importante reserva para disseminação de blaKPC-2 e qnrB no ambiente 

hospitalar. Os isolados de colonização podem disseminar blaKPC-2 e qnrB entre outros 

organismos da mesma espécie ou de espécies bacterianas diferentes no mesmo paciente, já 

que o gene blaKPC pode ser transmitido por plasmídeos de uma cepa para outra (Mathers et 

al., 2011). Consequentemente, uma vigilância ativa da disseminação de K. pneumoniae 

portadoras de blaKPC e outras Enterobacteriaceae resistentes a carbapenêmicos (CRE) tem 

se tornado parte integrante de programas projetados para controlar a propagação de CRE 

em vários hospitais (Bilavsky et al., 2010; Schwaber et al., 2011; Schechner et al., 2012; 

Borer et al., 2012; Feldman et al., 2013).  

Papadimitriou-Olivgeris et al. (2014), relataram que a alta prevalência de K. 

pneumoniae entérica portadoras de blaKPC resistententes a colistina ou tigeciclina em 
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pacientes de UTI indicam que a disseminação é devido à sua transferência de paciente para 

paciente via profissional, como também indica a importância de rigorosos protocolos de 

controle de infecção hospitalar.  

Os isolados K19-A2 e K25-A2, também investigados em outro estudo com relação 

à virulência (Melo et al., 2014), apresentaram os genes de virulência  fimH e mrkD 

(adesinas fimbriais), e o K25-A2 além desses genes apresentou também o gene irp2 

(sideróforo yersiniabactina). Esses achados ressaltam a gravidade e relevância do fato de 

que isolados de colonização além de possuírem bombas de efluxo (AcrAB e AcrEF), 

presença dos genes de resistência (qnrB e blaKPC-2) e mutações em gyrA, que levam a 

resistência a quinolonas e a outros antimicrobianos, possuem também genes de virulência 

importantes para o estabelecimento da infecção. 

No presente trabalho não foram detectadas mutações nas QRDRs de  gyrB e parC, 

esses achados corroboram com Paiva et al., (2012) que também não detectaram nenhuma 

mutação em gyrB. De acordo com Kim et al., (2009) e Nam et al., (2013) as mutações em 

gyrB e parE são substancialmente menos frequentemente detectadas e conferem menores 

níveis de resistência quando comparados com gyrA e parC. Nesse trabalho, foi detectada 

uma mutação em gyrA (S83L) em dois isolados de K. pneumoniae. Machuca et al., (2014) 

demonstraram que uma única substituição em gyrA aumenta os valores das CIMs para as 

fluoroquinolonas em até 16 vezes, fato este que pode explicar a resistência a 

fluoroquinolona, mesmo sem a presença do gene qnr no isolado K25-A2. Interações entre 

mutações em QRDRs e qnr podem resultar em maior nível de resistência a 

fluoroquinolonas. O gene qnr sozinho confere resistência de baixo nível às quinolonas, sua 

principal contribuição é facilitar o desenvolvimento de mutações em QRDRs (Wu et al., 

2010; Zhang et al., 2014). Machuca et al.,(2014) observaram que a presença de qualquer 

gene qnr aumenta os níveis das CIMs em todos os genótipos de E. coli e que combinações 

de apenas um mecanismo cromossômico, como mutações em QRDRs, com genes qnr 

aumentam os valores das CIMs de 4 a 32 vezes e de 32 a 128 vezes maiores do que o 

equivalente genético sem o gene qnr. 

Superexpressão de bombas de efluxo pode também desempenhar um elevado papel 

no nível de resistência. Acredita-se que os sistemas de efluxos sozinhos produzem baixos 

níveis de resistência a diferentes classes de antimicrobianos incluindo quinolonas, 

cloranfenicol e β-lactâmicos (Biaek-Davenetet al., 2011), tornando-se clinicamente 

relevante quando combinados com mutações em enzimas alvos ou alterações de membrana 
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(Guan et al., 2013). No presente estudo, detectamos que 73,3% (n=22) dos isolados 

apresentavam além de bombas de efluxos os genes qnrB. Também foi detectado que o 

isolado K3-A2 apresentou mutação em ramR o que pode levar uma superexpressão da 

bomba de efluxo AcrAB. A localização das mutações na sequência de ramR detectada 

nesse trabalho corroboram tanto com Hentschke et al., (2010), como com Biaek-Davenet 

et al., (2011), apresentando mutações nos locais descritos em ambos os trabalhos. 

Mutações pontuais ocorrem em diferentes posições e essas mudanças genéticas são 

distribuídas ao longo do gene ramR que mais adiante pode acarretar na modificação do 

aminoácido, um “stop códon” prematuro ou a síntese truncada da proteína RamR (Biaek-

Davenet et al., 2011).  

Hentschke et al., (2010), encontraram mutações pontuais no gene ramR em 8 de 17 

mutantes e essas mutações mostraram ser responsáveis pela superexpressão de ambos os 

genes ramA e acrB.  Biaek-Davenet et al., (2011) relatam que o gene ramR controla a 

expressão do sistema de efluxo em K. pneumoniae, entretanto, a localização das mutações 

na sequência encontradas no seu trabalho foram diferentes das descritas por Hentschke et 

al. (2010). 

O sistema de efluxo AcrEF, também detectada em todos os isolados de K. 

pneumoniae analisados neste estudo, pode conferir uma vantagem para os organismos, pois 

AcrEF pode ser necessária para a resistência aos medicamentos quando AcrAB não 

funciona. Outras investigações da regulação dos sistemas de efluxo multidrogas são 

necessários para elucidar o significado biológico de suas redes reguladoras (Nishino; 

Hayashi-Nishino; Yamaguchi, 2009). 

O isolado de colonização K3-A2 além de ser portador do gene blaKPC-2,  apresentou 

também o gene qnrB1, expressão de ambas bombas de efluxo analisadas e mutação em 

ramR, o que pode acarretar em superexpressão da bomba de efluxo AcrAB adicionalmente, 

todos os outros isolados apresentaram pelo menos um mecanismo de resistência a 

quinolona associado com blaKPC-2, o que já pode causar falha na terapêutica.  

O presente estudo revela pacientes colonizados com K. pneumoniae portadores do 

gene blaKPC-2, qnrB, mutação em gyrA, expressão de bombas de efluxo e mutação em 

ramR. Pacientes colonizados normalmente necessitam de cuidados médicos em longo 

prazo, podendo desempenhar um importante papel na disseminação desses patógenos 

extremamente resistentes. A alta prevalência destes isolados em pacientes de UTI e 

mortalidades significativas associadas com a infecção de K. pneumoniae portadores do 
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gene blaKPC demonstram a importância da identificação, isolamento e tratamento precoce 

destes pacientes (Lin et al., 2013; Papadimitriou-Olivgeris et al., 2013).  

Foi observado nesse estudo a emergência de diferentes mecanismos de resistência 

as quinolonas em isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC-2 provenientes de 

colonização e infecção de pacientes hospitalizados em Recife-PE, Brasil. Esses achados 

ressaltam a necessidade de estudos sistemáticos que visem o maior entendimento destes 

mecanismos na resistência e virulência destas bactérias, para que não ocorram 

disseminação destas associações, e que intervenções de controle de infecção sejam 

adotadas precocemente, interrompendo a propagação destes mecanismos de resistência  e 

aumentando a sobrevida dos pacientes.  

 

6.2 Alterações ultraestruturais provocadas por polimixina B e meropenem em 

isolados multirresistentes de Klebsiella pneumoniae portadores do gene blaKPC-2 e 

bombas de efluxo.  

   

Existe cada vez mais preocupação de que os resultados de testes de susceptibilidade 

disponíveis comercialmente para K. pneumoniae produtora de KPC possam indicar falsa 

susceptibilidade para alguns antimicrobianos, embora com frequência ainda desconhecida 

(Lat et al., 2011). Sabe-se que a pobre difusão das polimixinas em ágar resulta em 

resultados imprecisos pelo método de difusão em disco (Landman et al., 2013). No 

presente estudo, as CIMs com microdiluição em caldo foram determinados para ambos os 

isolados analisados, que apresentaram resistência a polimixina B e meropenem, e 

apresentaram discordância quando comparados com o teste de difusão em disco. O 

tratamento de infecções causadas por K. pneumoniae produtora de KPC é muitas vezes 

dependente dos resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiano previsto pelos 

laboratórios de microbiologia clínica. Portanto, é indispensável elucidar a precisão dos 

métodos comumente usados para testar a susceptibilidade (Lat et al., 2011).   

Gales et al. (2006), identificaram pobres concordâncias de resultados de CIMs 

obtidos por Etest para polimixinas e os CIMs de microdiluição em caldo para 

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. O método de referência 

(microdiluição em caldo) constatou que 15% dos isolados eram resistentes à polimixina B, 

enquanto que 37% eram resistentes a este agente quando testados por por Etest. Este 

fenômeno pode ser devido a pobre difusão das grandes moléculas de polimixina em ágar. 
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Este fato pode ter implicações terapêuticas significativas na prática clínica, pois a 

polimixina B pode ser classificada como inativa, deixando ainda menos opções de 

tratamento disponíveis (Lat et al., 2011).   

Este é o primeiro estudo sobre as alterações ultraestruturais provocadas por 

polimixina B, meropenem e pela associação entre polimixina B e meropenem em isolados 

multirresistentes de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC. Neste estudo foi observado 

que os dois isolados analisados apresentaram comportamentos diferenciados quando 

submetidos aos antimicrobianos. A MET mostrou que o isolado K12-A2 sofreu muito mais 

alterações com meropenem do que o isolado K3-A2, o que pode ser explicado pelo CIM de 

apenas 8 µg/ml para o isolado K12-A2. No entanto, o isolado K3-A2 também apresentou 

alterações morfológicas quando submetidas ao meropenem, mesmo apresentando uma 

maior CIM para o meropenem (128 µg/ml). Provavelmente a ação do meropenem nestes 

isolados foram em PBPs distintas.    

Os β-lactâmicos exercem atividade bactericida por ligação covalente e por 

inativação das PBPs, resultando em interferência com a síntese e remodelação do 

peptidoglicano bacteriano o que promove diferentes alterações morfológicas (Tang et al., 

2014). Algumas PBPs de bactérias gram-negativas são responsáveis pela síntese do 

peptideoglicano, outras são necessárias para a manutenção da forma de bastonetes da 

bactéria, ou para a formação de septos durante a divisão bacteriana.  

Cada PBP tem um papel específico na proliferação e na manutenção da morfologia 

bacteriana, onde o bloqueio da PBP-1 leva a rápida lise bacteriana, da PBP-2 a formação 

de células esféricas e da PBP-3 a formação de longos filamentos, cusados pela 

incapacidade de formação de septos de divisão após a duplicação da massa celular 

bacteriana (Buijs et al., 2008). A eficiência dos carbapenêmicos deve-se a elevada 

afinidade pela PBP-2 (Walther-Rasmussen; Hoiby, 2007).  Podemos observar que o 

isolado K3-A2 apresentou formação de células esféricas com a ação do meropenem, 

provavelmente pelo boqueio da PBP-2, o que não foi observado no isolado K12-A2. Por 

outro lado, este último isolado apresentou alterações mais intensas, com destaque de 

compartimento celular membranado sem material citoplasmático, rompimento de 

membrana e parede celular com perda de material citoplasmático presença de célula 

fantasma, provavelmente pela ação na PBP-1. 

 Isolados produtores de carbapenemases tornaram-se um problema significativo em 

termos de saúde pública e evolução clínica, devido frequentemente serem capazes de 
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hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, azetreonam como também os carbapenêmicos, 

tornando o tratamento clínico um desafio para os médicos (Tumbarello et al., 2012). 

As alterações celulares ultraestruturais foram diferentes nos isolados frente a 

polimixina B e o meropenem, o que era esperado, já que as polimixinas têm como alvo as 

membranas celulares (Olaitan et al., 2014) e os carbapenêmicos a parede celular (Tang et 

al., 2014). O isolado K12-A2, proveniente de infecção, apresentou maiores alterações 

ultraestruturais quando comparado com o isolado K3-A2, de colonização, tanto frente ao 

meropenem quanto a polimixina B. Este resultado pode ser devido ao fato de que isolado 

K3-A2 apresentou mutação em ramR o que pode levar a superexpressão da bomba de 

efluxo AcrAB-TolC neste isolado, tornando-o mais resistente.  

O gene ramR é um repressor transcricional negativo do gene ramA, sendo esse 

último um regulador positivo do sistema de efluxo AcrAB, ou seja, controla aumentando a 

expressão de acrAB (Bialek-Davenet et al., 2011). A superexpressão de ramA parece ser a 

causa da super expressão de AcrAB em K.pneumoniaee e E. cloacae, mas bases 

moleculares da “upregulation” não podem ser definidas nessas espécies (Hentschke et al., 

2010). Depleção ou mutação em ramR tem implicado na ativação de RamA, promovendo a 

super expressão da bomba de efluxo AcrAB-TolC (Bratu et al., 2009; Pérez et al., 2012; 

Villa et al., 2014) sugerindo que o isolado K3-A2 pode expulsar com maior eficiência os 

antimicrobianos utilizados e sofrer menores danos ultraestruturais.  

Neste estudo o isolado K12-A2 apresentou filamentação quando submetido a 

polimixina B o que pode indicar que AcrEF perdeu sua função e não manteve a divisão 

celular normal.  

AcrEF é um outro transportador conhecido para conferir um fenótipo de resistência 

a múltiplas drogas em células deficientes em AcrAB e complementar funcionalmente 

AcrAB-TolC. Sistemas de efluxo desempenham um papel altamente relevante na defesa 

bacteriana contra agentes antimicrobianos e compostos tóxicos, diminuindo acumulação 

intracelular de drogas (Kehrenberg  et al., 2014).  

Lau et al. (2005) sugerem que a filamentação celular é provocada pela perda da 

função de AcrEF e que desempenha um papel importante na manutenção normal da 

divisão celular). Lau et al., (2005) demonstraram que a expressão aumentada de AcrA, é 

tóxico apenas em células sem o transportador de efluxo multidrogas AcrEF, ou seja, 

células deficientes de AcrEF com aumento da expressão de AcrA tem um grave defeito na 

divisão celular o que resulta em filamentação da célula. Defeitos semelhantes foram 
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obtidos em células com falta de TolC, que atua com AcrEF, sugerindo que filamentação 

célular é causada pela perda da função de AcrEF. 

No estudo de Rajeshwari et al. (2009), ocorreu a formação de filamentos 

bacterianos em isolados de K. pneumoniae resistentes, mostrando que o estresse provocado 

pela cefotaxima provocaram alongamento, deformação das células bacterianas e superfície 

rugosa.  

O isolado K12-A2 também apresentou maiores danos quando submetidos a 

polimixina B, mesmo apresentando maior CIM do que K3-A2, com rompimentos na 

membrana celular e perda de material citoplasmático. Este evento deve-se ação da 

polimixina B, a qual possui uma cauda hidrofóbica longa, que rompe a estrutura da 

membrana celular bacteriana por interação com os seus fosfolípidos e lipopolisacarídeos, 

com ação semelhante a detergentes catiônicos simples deslocando competitivamente os 

íons Ca
++

 e Mg
++

 que agem como estabilizadores da membrana, provocando ruptura da 

mesma, levando à perda do conteúdo celular e ocasionando morte da bactéria (Mendes et 

al., 2009).  

O espessamento da parede celular e a condensação dos ribossomos em bactérias 

indica a presença de mecanismos de defesa para manter a pressão osmótica após ação dos 

antimicrobianos e as bactérias produzem mais peptidoglicano para se protegerem 

(Santhana, 2007), o que foi encontrado nos isolados K3-A2 quando submetido a 

polimixina B e no isolado K12-A2 quando submetido a associação de Polimixina B e 

Meropenem. Estes isolados além do espessamento da parede celular e a condensação dos 

ribossomos apresentaram coagulação do DNA.  

O termo DNA coagulado significa que a função da DNA girase parou de funcionar 

e ela ficaria impedida de cumprir sua função durante a replicação do DNA (Romano et al., 

2013 e Dimech et al., 2013). O isolado K3-A2 quando submetido a associação de 

polimixina B e meropenem também apresentou DNA coagulado. 

Novas terapias combinadas para tratamento de isolados multirresistentes tem sido 

avaliadas. O estudo de Bulik et al. (2011), avaliaram a eficiência da combinação de 

ertapenem e doripenem em modelo in vitro e in vivo em camundongos, demonstrando que 

a combinação destes antimicrobianos teve eficácia aumentada quando comparado aos 

agentes isolados. Hirsh et al. (2013) demonstrou a ação in vivo e in vitro da combinação de 

antimicrobianos β-lactâmicos e aminoglicosídeos em isolados de K. pneumoniae 

multidroga-resistentes (MDR), objetivando identificar novas opções terapêuticas para 
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tratamento de infecções por esta espécie bacteriana. Hirsh et al. (2013), demonstrou 

experimentalmente que a combinação de meropenem e amicacina pode ser bem sucedida.  

A polimixina B é um antimicrobiano peptídeo policatiônico que atualmente 

funciona como último recurso para o tratamento de infecções por bactérias gram-negativas 

multirresistentes, incluindo K. pneumoniae portadora do gene blaKPC. A reintrodução de 

polimixina B na terapia antimicrobiana tem sido seguida por um aumento dos relatos de 

resistência entre bactérias gram-negativas (Olaitan et al., 2014). 

No presente estudo foi avaliado as alterações ultraestruturais provocadas por 

antimicrobianos usados na terapia para Enterobacteriaceae portadoras do gene blaKPC com 

a combinação entre polimixina B e meropenem, demonstrando que esse associação tem 

eficácia aumentada quando comparada com os antimicrobianos separadamente. Porém, as 

ações dos antimicrobianos isoladamente também demonstraram danos ultraestruturais nos 

isolados analisados. Este é o primeiro estudo que investigou e comparou as alterações 

ultraestruturais provocadas por polimixina B, meropenem e pela associação entre 

polimixina B e meropenem em isolados multirresistentes de K. pneumoniae portadores do 

gene blaKPC. É importante destacar que mesmo os isolados de K. pneumoniae analisados 

sendo multirresistentes, portadores de gene blaKPC-2 e bombas de efluxo, sofreram 

alterações estruturais relevantes com a ação da polimixina B e meropenem.   
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Tabela 3: Origem, presença dos genes qnrB, acrB, acrF, perfil da ERIC-PCR e perfil de resistência dos isolados hospitalares de Klebsiella 

pneumoniae portadores do gene blaKPC do Recife-Brasil.  

Identificação dos 

 Isolados (a) 

Origem qnrB acrB acrF ERIC(b) Perfil de Resistência (*) 

K3-A2 Swab retal + + + 5E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR,  ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, POL, SUT 

K8-A2 Swab retal + + + 9E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT 

K9-A2 Swab retal + + + 9E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO(I), CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, PIT, SUT 

K10-A2 Urina + + + 9E AMC,AMO, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL(I), ERT,GEN, IMP, MPM,  

K12-A2 Urina + + + 9E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, POL, SUT 

K14-A2 Swab retal + + + 12E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT 

K15-A2 Swab retal + + + 13E AMC,AMO, CAZ(I), CFO(I), CPM,CTX, CIP, ERT,GEN, IMP, PIT   

K16-A2 Swab retal + + + 13E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO(I), CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT 

K17-A2 Swab retal + + + 13E AMC,AMO, ATM, AMI(I), CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT 

K18-A2 Swab retal + + + 39E AMC, AMO, ATM. CAZ, CFO(I), CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT  

K19-A2 Swab retal + + + 14E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV,  NAL, NOR ERT,GEN, IMP, MPM,  PIT,SUT  

K20-A2 Swab retal + + + 15E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR,  ERT, IMP, MPM, PIT,SUT  

K21-A2 Swab retal + + + 5E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR,  ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT  

K24-A2 Swab retal + + + 17E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR (I), ERT, IMP, MPM, PIT  

K25-A2 Swab retal - + + 18E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, MPM, PIT,SUT 

K26-A2 Secr. Traqueal - + + 18E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO(int),CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, PIT,SUT 

K27-A2 Swab retal + + + 19E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, PIT, SUT 

K29-A2 Swab retal - + + 19E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR,  ERT, IMP, MPM, PIT,SUT 

K30-A2 Swab retal + + + 40E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP(I), PIT,SUT 

K31-A2 Urina - + + 20E AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO(I), CPM, CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP(I), PIT,SUT   

K32-A2 Swab retal - + + 19E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR,  ERT, IMP, MPM, PIT,SUT 

K33-A2 Swab retal + + + 19E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV,  NAL, NOR, ERT, IMP, MPM, PIT,SUT  

K34-A2 Swab retal + + + 21E AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT,SUT  

K1-C2 Swab retal + + + 23E AMC, AMI(I), AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM, CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT 

K2-C2 Swab retal + + + 23E AMC, AMI(I), AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM, CTX, CIP, LEV,  NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT  



SCAVUZZI, AML. Investigação de genes de resistência a quinolonas e avaliação .... 

 

87 

 

K3-C2 Swab retal + + + 41E AMC, AMI, AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV, NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT  

K1-OC Swab retal + + + 25E AMC, AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, ERT,GEN, IMP, LEV(I), MPM, NAL, NOR, PIT, SUT 

K3-OC Swab retal - + + 27E AMC, AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, ERT, IMP,  LEV, MPM, NAL, NOR, PIT, SUT 

K5-OC Urina - + + 42E AMC, AMO, ATM, CAZ, CFO(I), CPM,CTX, CIP, ERT, IMP(I), LEV, NAL, NOR, PIT, SUT 

K6-OC Secr. Traqueal - + + 43E AMC, AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, ERT, IMP(I), LEV, MPM, NAL, NOR, PIT, SUT 

Legenda: 
(a)

: K: K. pneumoniae; A2, C2 e OC: hospital público; ERIC
(b)

: PCR de seqüências consenso intergênicas repetitivas de Enterobactérias -Melo et al., ( 2014); 

(*):amoxicilina-clavulanato (AMC); amoxicilina (AMO); amicacina (AMI); aztreonam (ATM); ceftazidima (CAZ); cefoxitina (CFO); cefotaxima (CTX); cefepime 

(CPM); piperaciclina/tazobactam (PIT); polimixina B (POL); trimetropim/sulfametoxazol (SUT); gentamicina (GEN).  ciprofloxacina (CIP); norfloxacina (NOR); ácido 

nalidíxico (NAL); levofloxacina (LEV); imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT). *Melo et al., ( 2014).  

 

 

Tabela 4: Características dos isolados selecionados. 

Identificação 

do 

 Isolado (a) 

Fonte 

de 

isolamento 

Substituição  

em gyrA 

acrB acrF Mutação  

em 

ramR 

PMQR 

 Genes(b) 

Genes de  

Virulência(c) 

ERIC(d) PERFIL DE RESISTÊNCIA A QUINOLONAS  

E CARBAPENÊMICOS(*) 

 

K3-A2 Swab retal - + + 40 A>T 

122 C>T 

qnrB1 - 5E CIP, LEV(I), NAL, NOR,  ERT, IMP, MPM 

    K12-A2 Urina - + + - qnrB1 ND 9E CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT, IMP, MPM 

K19-A2 Swab retal ND + + ND qnrB12 fimH, mrkD 14E CIP, LEV,  NAL, NOR, ERT, IMP, MPM 

K25-A2 Swab retal S(83)L + + - - fimH, mrkD, 

irp2 

18E CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, MPM 

K27-A2 Swab retal S(83)L + + - qnrB ND 19E CIP, LEV, NAL, NOR, ERT 

      K3-C2 Swab retal ND + + ND qnrB12 ND 41E CIP, LEV, NAL, NOR, ERT, IMP, MPM 

Legenda: Identificação dos Isolados 
(a)

: K: K. pneumoniae; A2 e C2: hospital público; (b): PMQR plasmídeos de resistência a quinolonas; (c): Melo et al., ( 2014); (d): 

ERIC: PCR de seqüências consenso intergênicas repetitivas de Enterobactérias -Melo et al., ( 2014); ND: não determinado; (*):  ciprofloxacina (CIP); norfloxacina 

(NOR); ácido nalidíxico (NAL); levofloxacina (LEV); imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT); I:susceptibilidade intermediária.  
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Tabela 5: Origem, presença e expressão dos genes acrB, acrF, mutação em ramR, perfil da ERIC-PCR e perfil de resistência pelo método de 

difusão em disco dos isolados hospitalares selecionados de Klebsiella pneumoniae portadores do gene blaKPC do Recife-Brasil.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação 

dos 

 Isolados (a) 

Origem acrB* acrF* RT de acrB 

e acrF* 

Mutação  

em 

ramR* 

ERIC(b) Meropenem 

 (µg/mL) 

CIM 

Polimixina B  

 (µg/mL) 

    CIM 

                                          Perfil de Resistência pelo método de difusão em disco(**) 

 

K3-A2 

 

Swab retal 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

5E 

 

128 

 

16 

 

AMC,AMO,ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR,  ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, SUT 

 

K12-A2 

 

Urina 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

- 

 

9E 

 

8 

 

128 

 

AMC,AMO, ATM, CAZ, CFO, CPM,CTX, CIP, LEV(I), NAL, NOR, ERT,GEN, IMP, MPM, PIT, POL, SUT 

Legenda: Identificatição dos Isolados 
(a)

: K: K. pneumoniae; A2: hospital público; 
(*)

Scavuzzi et al., 2015; ERIC
(b)

: PCR de seqüências consenso intergênicas repetitivas de Enterobactérias-

Melo et al., ( 2014);  
(**)

: amoxicilina-clavulanato (AMC); amoxicilina (AMO); amicacina (AMI); aztreonam (ATM); ceftazidima (CAZ); cefoxitina (CFO); cefotaxima (CTX); cefepime (CPM); 

piperaciclina/tazobactam (PIT); polimixina B (POL); trimetropim/sulfametoxazol (SUT); gentamicina (GEN).  ciprofloxacina (CIP); norfloxacina (NOR); ácido nalidíxico (NAL); levofloxacina 

(LEV); imipenem (IPM); meropenem (MPM) e ertapenem (ERT). 
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Figura 8(A-G): Eletromicrografias do isolado K3-A2 de K. pneumoniae. (A): Célula 

bacteriana controle sem tratamento apresentando morfologia preservada, membrana 

citoplasmática (M), parede celular (P) e conteúdo citoplasmático (C) íntegros. (B-C): 

Células submetidas a MER (4µg/mL) apresenta alterações morfológicas (AM), 

retrações citoplasmáticas (asterisco), pequenos compartimentos citoplasmáticos (CC) 

e irregularidades na parede celular (pontas de seta).  (D-E): Células submetidas a POL 

(4µg/mL) com  condensação dos ribossomos (CR), coagulação do DNA (CD) e 

espessamento da parede celular (EP). (F-G): Células submetidas a associação de 

MER+POL (4µg/mL+4µg/mL) apresenta espessamento da parede celular (EP), 

coagulação do DNA (CD), rompimento da membrana e parede celular (RMP) com 

perda de material citoplasmático. 
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Figura 9(A-I): Eletromicrografias do isolado K12-A2 de K. pneumoniae. (A): 

Célula bacteriana controle sem tratamento apresentando morfologia preservada, 

membrana citoplasmática (M), parede celular (P) e conteúdo citoplasmático (C) 

íntegros. (B-D): Células submetidas a MER (4µg/mL) apresentam rompimento de 

membrana e parede celular (RMP) com perda de material citoplasmático, 

compartimentos membranares (CM) e espaço eletronluscentes (EE).  (E-G): 

Células submetidas a POL (4µg/mL) apresentam células alongadas (CA), 

destruição da membrana citoplasmática (DM), compartimentos membranares 

(CM), retrações citoplasmáticas (asterisco), rompimento de membrana e parede 

celular (RMP) com perda de material citoplasmático. (H-I): Células submetidas a 

associação de MER+POL (4µg/mL+4µg/mL) apresentam rompimento de 

membrana e parede celular (RMP) com perda de material citoplasmático, 

espessamento da parede celular (EP), condensação dos ribossomos (CR), 

coagulação do DNA (CD) e irregularidades na parede celular (pontas de seta). 
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Figura 10(A-D): Eletromicrografias do isolado K3-A2 de K. pneumoniae. (A): 

Células controle sem tratamento com morfologias preservadas. (B): Células 

submetidas a MER (4µg/mL) apresentam alterações morfológicas (asteriscos).  (C): 

Células submetidas a POL (4µg/mL)  não apresentam alterações morfológicas porém 

encontra-se em número reduzido. (D): Células submetidas a associação de 

MER+POL (4µg/mL+4µg/mL) sem alterações morfológicas, porém podem ser 

observadas algumas células rompidas com extravasamento do conteúdo 

citoplasmático (seta). 

A B 

C D 

* 

* 
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Figura 11(A-D): Eletromicrografias do isolado K12-A2 de K. pneumoniae. (A): 

Célula bacteriana controle sem tratamento apresentando morfologia preservada. 

(B): Células submetidas a MER (4µg/mL) não apresentam alterações  

morfológicas.  (C): Isolado submetido a POL (4µg/mL) podemos observar células 

com aspectos alongados (Asteriscos). (D): Células submetidas a associação de 

MER+POL (4µg/mL+4µg/mL) aparentemente sem alterações morfológicas , 

porém encontra-se em número bastante reduzido (seta). 

A B 

C D 

* 

* 

* 
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7. CONCLUSÕES 
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 Foi observado nesse estudo, a emergência de diferentes mecanismos de resistência 

as quinolonas em isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC-2 

provenientes de colonização e infecção de pacientes hospitalizados em Recife-

Brasil. 

 Os isolados de K. pneumoniae portadores do gene blaKPC e resistentes a quinolonas 

apresentaram resistência a maioria dos antimicrobianos testados, sendo mais 

susceptível a polimixina B e amicacina. 

  O qnrB foi o gene PMQR  mais comumente encontrado nos isolados de K. 

pneumoniae analisados em 3 hospitais públicos em Recife-PE, não sendo detectado 

a presença dos genes qnrA e qnrS. Este é o primeiro relato publicado da presença 

de genes qnrB1 e qnrB12 com blaKPC-2 em K. pneumoniae, como também o 

primeiro relato mundial da presença do gene qnrB12 em K. pneumoniae. 

 Foram observadas mutações em gyrA na posição Ser83 o que pode aumentar os 

níveis das CIMs frente as quinolonas, porém nenhuma mutação foi detectada em 

gyrB e parC nas posições analisadas 

 Todos os isolados apresentaram genes acrB e acrF para as bombas de efluxo. As 

bombas estavam sendo expressas e a mutação em ramR provavelmente levou a 

superexpressão da bomba de efluxo acrAB em um dos isolados analisados (K3-

A2). 

 Quando submetidos a concentração clinicamente relevante de polimixina B ou 

meropenem a análise pela microscopia eletrônica mostrou alterações significativas, 

os isolados de K. pneumoniae apresentaram alterações morfológicas, rompimento 

da membrana plasmática e parede celular, retração do material citoplasmático, 

extravasamento do conteúdo citoplasmático, presença de compartimento 

membranares, espessamento da parede celular, condensação dos ribossomos, 

coagulação do DNA e irregularidades na parede celular.  

 Os isolados de K. pneumoniae, quando submetidos a concentração clinicamente 

relevante de polimixina B associado com meropenem apresentaram uma maior 

intensidade das alterações ultraestruturais visualizadas quando comparada com os 

antimicrobianos testados sem associação. 

 Os resultados obtidos são preocupantes porque foram detectados isolados de K. 

pneumoniae portadores do gene blaKPC-2, qnrB, mutação em gyrA, expressão de 
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bombas de efluxo acrB e acrF e mutação em ramR, infectando  e colonizando 

pacientes, podendo ser importantes reservatórios para disseminação de diversos 

mecanismos de resistência no ambiente hospitalar.   

 Isolados de K. pneumoniae, mesmo sendo multirresistentes, portadores do gene 

blaKPC-2, apresentando o gene qnrB, mutação em gyrA, expressando bomba de 

efluxo e com mutação em ramR, sofreram alterações estruturais relevantes com a 

ação da polimixina B e meropenem, mostrando que a associação provoca alterações 

ultraestruturais mais severas.  

 Esses achados ressaltam a necessidade de estudos sistemáticos que visem o maior 

entendimento destes mecanismos na resistência e virulência destas bactérias, para 

que não ocorram disseminação destas associações, e que intervenções de controle 

de infecção sejam adotadas precocemente, interrompendo a propagação destes 

mecanismos de resistência aumentando a sobrevida dos pacientes. 
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