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RESUMO 

Infecções causadas por Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenêmicos 

consiste em problema de saúde mundial e tem consequências clínicas graves. Os 

objetivos dessa pesquisa foram identificar mecanismos de resistência e comparar a 

similaridade genética de K. pneumoniae resistente aos carbapenêmicos isoladas em 

três hospitais públicos de Campo Grande – MS. Nesse estudo foram incluídas 99 

isolados de Klebsiella pneumoniae não sensíveis a carbapenêmicos, de pacientes 

internados em unidades de terapia intensiva no período de janeiro/2013 a 

agosto/2014. A identificação e a susceptibilidade antimicrobiana foram realizadas pelo 

sistema Vitek 2 compact system seguindo protocolo do Clinical Laboratory Standard 

Institute (2017). Para determinar a concentração inibitória mínima da tigeciclina foram 

utilizadas fitas E-test e para a polimixina B foi usada a técnica de microdiluição em 

caldo interpretado segundo BrCast (2017). Os genes de β-lactamases (blaOXA-48-like, 

blaKPC e blaNDM, blaCTX-M, blaSHV, blaTEM, blaIMP e blaVIM) e  genes de resistência a 

polimixina (mcr-1 a mcr-5)  foram investigados pela técnica de reação em cadeia da 

polimerase. A relação clonal entre as K. pneumoniae estudadas foi avaliada por 

técnica de pulsed field gel electrophoresis e multilocus sequence typing. A resistência 

aos carbapenêmicos foi associada principalmente a produção de KPC (88,9%). Os 

micro-organismos também carrearam genes de β-lactamases de espectro estendido: 

blaSHV (73,5%), blaTEM (72,2%) e bla-CTX-M (43,9%). Amicacina (5,1%), tigeciclina 

(20,2%), fosfomicina (30,5%) e polimixina B (18,2%) foram as drogas com melhor 

atividade. A resistência as polimixinas foi devido a mutações no gene pmrB, diferente 

do gene mgrb, reportado em outras regiões do nosso país. Na técnica de PFGE foram 

observados 38 diferentes perfis genéticos que foram agrupados em 19 ST´s 

(sequence types) distintos. Os clones mais frequentes em nossos hospitais foram: 

ST273 (13.1%), ST11 (11.1 %), ST 1298 (10.1%). Oito clones foram identificados em 

dois dos hospitais estudados e o ST11 foi encontrado nos três hospitais estudados. 

Os resultados obtidos mostram mutações deletérias no gene pmrb como principal 

mecanismo envolvido na resistência a polimixina em K. pneumoniae resistente aos 

carbapenêmicos e existe disseminação clonal nos hospitais estudados. 

Palavras chave – Klebsiella pneumoniae. Resistência a medicamentos. Variação 

genética.  



 

ABSTRACT 

 

Infections caused by resistant Klebsiella pneumoniae to carbapenems are a 

world health problem and these infections have serious clinical consequences. The 

objectives of this research were to identify mechanisms of resistance and to compare 

the genetic similarity of K. pneumoniae isolates resistant to carbapenems from three 

public hospitals in Campo Grande – MS. In this study, 99 Klebsiella pneumoniae non-

susceptible to carbapenems, isolated in intensive care units from January/2013 to 

August/2014 were included. The identification and antimicrobial susceptibility were 

conducted by the Vitek 2 compact system following the protocol of the Clinical 

Laboratory Standard Institute (2017). E-test strip was used to determine the minimum 

inhibition concentration of tigecycline, and for polymyxin B, the broth microdilution 

technique according to BrCast (2017) was used. The genes of β-lactamases (blaOXA-

48-like, blaKPC and blaNDM, blaCTX-M, blaSHV, blaTEM, blaIMP and blaVIM) and resistance 

genes to polymyxin (mcr-1 to mcr-5) were researched by the polymerase chain 

reaction technique. The clonal relation between the K. pneumoniae studied were 

assessed by pulsed field gel electrophoresis and multilocus sequence typing 

techniques. The resistance to carbapenems was associated mainly to KPC (88.9%) 

production. The micro-organisms also carried genes of β-lactamases of extended 

spectrum: blaSHV (73.5%), blaTEM (72.2%) and bla-CTX-M (43.9%). Amikacin (5.1%), 

tigecycline (20.2%), fosfomycin (30.5%) and polymyxin B (18.2%) were the drugs with 

better activity. The resistance to polymyxins was due to mutations in the pmrB gene, 

different of mgrb gene, reported in other regions of our country. In the PFGE technique 

38 different genetic profiles were grouped in 19 distinct ST´s (sequence types). The 

most frequent clones in our hospitals were: ST273 (13.1%), ST11 (11.1 %), ST 1298 

(10.1%). Eight clones were identified in two of the studied hospitals and the ST11 was 

found in 3 studied hospitals. The obtained results show deleterious mutations in the 

pmrb gene as the main mechanism involved in the resistance to polymyxin in K. 

pneumoniae resistant to carbapenems and there is clonal dissemination in the studied 

hospitals. 

Keywords – Klebsiella pneumoniae. Resistance to drugs. Genetic variation.  
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1 INTRODUÇÃO 

Dentre as enterobactérias, em particular a espécie Klebsiella pneumoniae, é 

frequentemente associada a infecções do trato urinário, de corrente sanguínea, 

pneumonias hospitalares e comunitárias. Essa bactéria está entre os três principais 

agentes de infecções nas unidade de terapia intensiva – UTI (LUNA et al., 2014; 

SADER et al., 2014). 

No ambiente hospitalar, os carbapenêmicos são antimicrobianos β-lactâmicos 

utilizados para o tratamento de infecções graves, principalmente causadas por bacilos 

Gram-negativos. A emergência de K. pneumoniae resistente a esses antibióticos tem 

dificultado o tratamento e contribuído com a mortalidade das infecções causadas por 

esses micro-organismos (NORDMAN e CORNAGLIA, 2012; ZARKOTOU et al., 2011). 

Os mecanismos de resistência aos antibióticos podem ser intrínsecos (natural 

da bactéria) ou adquiridos. Os mais comuns são: produção de enzimas que degradam 

o antibiótico, expressão de bombas de efluxo e redução da permeabilidade da 

membrana (LIVERMORE & WOODFORD, 2006). 

Dentre as enzimas que degradam os β-lactâmicos, as β-lactamases são as 

mais frequentes em enterobactérias e podem ser de origem cromossomal ou ser 

encontradas em elementos móveis. As β-lactamases de espectro estendido – ESBL, 

têm espectro de ação mais amplo e hidrolisam todas as penicilinas, cefalosporinas e 

monobactâmicos e também podem estar associadas com resistência a outras classes 

de antibióticos (SHI et al., 2015; THENMOZHI et al., 2014). Outra enzima importante 

na resistência aos β-lactâmicos é AmpC. Essa enzima cromossomal em algumas 

bactérias pode hidrolisar penicilinas, cefalosporinas até 3ª. Geração e 

monobactâmicos. Embora mais comum em bacilos Gram negativos não 

fermentadores e enterobactérias do grupo CESP (Citrobacter, Enterobacter, Serratia 

e Providencia), a transmissão plasmidial propiciou a disseminação do gene AmpC 

para outros micro-organismos, tais como K. pneumoniae (BUSH e JACOBY, 2010). 

Os antibióticos de escolha para tratamento de infecções causadas por Gram 

negativos são os carbapenêmicos. Essas drogas são estáveis a maioria das β-

lactamases. Porém a presença de ESBL ou AmpC associadas a perda de porinas ou 

bombas de efluxo diminuem a sensibilidade aos antibióticos desta classe (BUSH e 

JACOBY, 2010; TSAI et al., 2011). 
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Nos últimos anos, enzimas capazes de hidrolisar os carbapenêmicos, como 

Klebsiella produtora de carbapenemases – KPC, metalo-β-lactamase – MBL e OXA-

48 vem sendo descritas no mundo todo (LEE et al., 2016, NORDMAN, DORTET e 

POIREL., 2014; SAMPAIO et al., 2014). 

No Brasil, a carbapenemase mais frequente em enterobactérias é a KPC. A 

disseminação de genes de resistência por elementos móveis como plasmídeos e 

transposons possibilitou a circulação de alguns clones de bactérias produtoras de 

KPC no cenário mundial (BOWERS et al., 2015). O complexo clonal 11 (CC11), 

também denominado CC 258 tem sido o mais associado a dispersão do gene bla-KPC 

e é também o mais frequente no Brasil e no mundo (BOWERS et al., 2015; PEREIRA 

et al., 2013).  

Infecções causadas por bactérias produtoras de KPC são de difícil tratamento 

e muitas vezes se faz necessário o uso de duas ou três drogas combinadas na terapia. 

Alguns antimicrobianos podem ser usados, tais como: fosfomicina, tigeciclina e 

polimixinas (BRUST, EVANS e PLEMMONS, 2014; GALES, JONES e SADER, 2011; 

SOULI et al., 2011). Novos antimicrobianos como ceftazidima/avibactam parecem ser 

promissores no tratamento dessas infecções (VAN DUIN et al., 2016).  

As polimixinas têm sido consideradas última opção para tratamento de 

infecções graves por Gram negativos, porém bactérias com sensibilidade reduzida a 

essa droga já foram descritas (CANNATELLI et al., 2013; CARATOLLI et al., 2017; 

FERNANDES et al., 2016). Mutações em genes que regulam o lipídeo A presente nos 

lipopolissacarídeos (LPS) ou a presença de gene de resistência mediado por 

plasmídeos e denominado mcr-1 e suas variantes estão relacionados à resistência às 

polimixinas (BOROWIAK et al., 2017; CARATOLI et al., 2017; HU et al., 2016; XAVIER 

et al., 2016; YIN et al., 2017).  

A resistência aos antimicrobianos constitui complexo problema de saúde, 

sendo necessários esforços em todos os níveis de cuidado ao paciente para melhorar 

o controle de infecções causadas por micro-organismos multirresistentes e o 

laboratório de microbiologia desempenha papel fundamental para esse controle 

(BRASIL, 2013; SIMÕES et al., 2016).  

No estado de Mato Grosso do Sul, existem poucos estudos que descrevem 

mecanismos de resistência aos antibióticos em K. pneumoniae (CHANG et al., 2013; 

BIBERG et al., 2015). Considerando o elevado poder de disseminação de bactérias 
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que carreiam esses genes de resistência, a detecção precoce dessas é de grande 

relevância para auxiliar o tratamento e instituir medidas de precaução adequadas. 

  



 

17 
 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Enterobactérias 

2.1.1 Classificação taxonômica e características gerais 

A família Enterobacteriaceae é composta por bacilos Gram negativos 

fermentadores de glicose, oxidase negativos, frequentemente encontrados em 

intestino humano e de animais. Na natureza, essa bactéria é encontrada em água, 

solo e plantas (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). 

Bactérias do gênero Klebsiella são anaeróbicos facultativos, lactose, ureia e 

citrato positivos, produtor de gás, indol negativo e imóvel. Esse gênero foi assim 

denominado em homenagem ao microbiologista alemão Edwin Klebs que descreveu 

a espécie mais frequente, K. pneumoniae em 1887 (MARTINEZ et al., 2004; 

TRABULSI e ALTERTHUM, 2008). Inicialmente as espécies de Klebsiella foram 

agrupadas de acordo com sua patogenicidade. Atualmente esse gênero é composta 

de 13 espécies:  K. pneumoniae, K. oxytoca, K. singaporensis, K. michiganensis, K. 

alba, K. quasipneumoniae, K. trevisanii, K. variicola, K. mobilis, K. ornythinolitica, K. 

granulomatis, K. planticola e K. terrígena. Com o avanço de técnicas de biologia 

molecular, uma proposta de mudança de gênero para as cinco últimas espécies 

citadas e criação de novas subespécies têm sido propostas (JANDA et al., 2015). Mais 

recentemente a análise filogenética do chamado Enterobacter aerogenes demonstrou 

que essa bactéria está mais relacionada com o gênero Klebsiella e houve a realocação 

taxonômica da nova espécie (K. aerogenes) (TSANG et al., 2019).  

2.1.2 Infecções causadas por Klebsiella pneumoniae  

Klebsiella pneumoniae é agente oportunista que pode causar diversas 

infecções relacionadas a assistência à saúde - IRAS (BELL et al., 2007; SOUZA et al., 

2016). Essas infecções são aquelas que acometem o indivíduo hospitalizado ou não, 

que possam estar associadas a algum procedimento assistencial, quer seja 

terapêutico ou diagnóstico (HORAN et al., 2008). 

Programas de monitoramento têm destacado a importância de K. pneumoniae 

em infecções no ambiente hospitalar. Dados do SENTRY (Antimicrobial Surveillance 
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Program) mostram que essa bactéria foi um dos três micro-organismos mais 

prevalentes isolados de pacientes internados em unidades de terapia intensiva nos 

EUA e Europa entre 2009 e 2011 (SADER et al., 2014). O estudo multicêntrico 

MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection) também 

descreve essa bactéria como o terceiro agente mais frequente em amostras 

hospitalares na América do Sul (KIFFER et al., 2005).  

A colonização de pacientes geralmente precede a infecção causada por K. 

pneumoniae. Esse micro-organismo já foi isolado de mãos (DE MORAES BRUNA et 

al., 2016), estetoscópios (JEYAKUMARI et al., 2016), nasofaringe (REINATO et al., 

2015) e em outros equipamentos e sítios anatômicos. Pneumonia, sepse, infecções 

do trato urinário (ITU), bacteremia, meningite e infecções de pele são exemplos de 

infecções causadas por essa enterobactéria (BELL et al, 2007; SADER et al., 2014).  

A virulência de K. pneumoniae está relacionada principalmente à presença de 

lipopolissacárides, sideróforos e antígenos capsulares (TRABULSI e ALTERTHUM, 

2008). Apesar de vários fatores determinarem a virulência dessa bactéria, a 

composição dos açúcares da cápsula é determinante para a severidade das 

infecções. Linhagens com os sorotipos K1 e K2 são as mais patogênicas e mais 

prevalentes (LIAO et al., 2011; PAN et al., 2013). Além disso, a formação de biofilmes 

contribui para a permanência dessa bactéria em biomateriais como cateteres e sondas 

(CLEG e MURPHY, 2016). 

2.1.3 Antimicrobianos usados no tratamento de infecções causadas por Klebsiella 

pneumoniae  

As principais classes de antibióticos usadas no tratamento de infecções 

causadas por K. pneumoniae são β-lactâmicos, fluorquinolonas e aminoglicosídeos. 

Os β-lactâmicos se ligam e inativam as PBP´s (penicilin-binding proteins) impedindo 

a transpeptidação da parede celular bacteriana. Nessa classe de antimicrobianos 

enquadram-se cefalosporinas de terceira e quarta geração, penicilinas com inibidores 

de β-lactamases e carbapenêmicos. Dentre esses antibióticos, os carbapenêmicos 

são amplamente utilizados para o tratamento de infecções graves, principalmente 

quando há elevados níveis de resistência a outros β-lactâmicos (GUIMARÃES, 

MOMESSO e PUPO, 2010). 
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Recentemente, novos β-lactâmicos associados com inibidores de β-lactamase 

como ceftazidima/avibactam e ceftolozane/tazobactam entraram no mercado para o 

tratamento de infecções causadas por enterobactérias. Ceftazidima/avibactam tem 

demonstrado atividade frente a enterobactérias produtoras de β-lactamases, com 

exceção de metalo-β-lactamase do tipo NDM-1. Ceftolozane/tazobactam tem 

atividade reduzida para K. pneumoniae produtoras de ESBL e não tem atividade para 

produtores de carbapenemase (VAN DUIN e BONOMO, 2016). 

Outra classe de antimicrobianos utilizados em infecções causadas por K. 

pneumoniae é a das fluoroquinolonas. Essa classe de antimicrobianos inibe a ação 

das topoisomerases: DNA girase e topoisomerase IV e são muito utilizados em 

infecções respiratórias e urinárias, tanto em monoterapia como em combinação com 

outros antibióticos (GUIMARÃES, MOMESSO e PUPO, 2010). Apesar de sua eficácia 

antimicrobiana, o United States Food and Drug Administration (FDA) e a European 

Medical Agency (EMA) restringiram recentemente o uso das quinolonas nos Estados 

Unidos e na Europa devido a efeitos colaterais graves e incapacitantes (FDA, 2016; 

EMA, 2018; MARCHANT, 2018) 

A classe dos aminoglicosídeos atua por inibição de síntese proteica por ligação 

com a unidade 30S do ribossomo bacteriano (GUIMARÃES, MOMESSO e PUPO, 

2010). Esses antibióticos são usados em associação com outros antimicrobianos para 

obtenção de efeito sinérgico. O uso combinado de β-lactâmicos com aminoglicosídeos 

tem sido mais efetivo contra infecções por K. pneumoniae ESBL do que a combinação 

com fluorquinolonas (CHA et al., 2015). 

Fármacos desenvolvidos mais recentemente como a tigeciclina, da classe das 

glicilciclinas, agem também na unidade ribossomal alterando a tradução de proteínas. 

Esse antimicrobiano foi aprovado pelo FDA para o tratamento de infecções de pele, 

intra-abdominais complicadas e pneumonia adquirida na comunidade causadas por 

enterobactérias. A tigeciclina pode ser útil em infecções causadas por K. pneumoniae 

resistente aos carbapenêmicos se usado em regime de altas doses ou associado a 

outros fármacos (NI et al., 2016). 

Nas últimas décadas, a emergência de bactérias multirresistentes e a falta de 

opções terapêuticas fez com que antibióticos antes abandonados, tais como 

polimixinas e fosfomicina, voltassem a ser utilizados. As polimixinas (polimixina B e 

polimixina E- colistina) são peptídeos cíclicos que foram descobertos em 1947 por 
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meio de fatores metabólicos produzidos por Paenibacillus polymyxa (AINSWORTH et 

al., 1947 apud RAZA, YANG E SHEN, 2008). A polimixina B difere da colistina 

(polimixina E) por um único aminoácido, D-fenilalanina no lugar de D-Leucina que 

existe nessa última (BERGEN et al., 2006; GIRARDELLO et al., 2012). Existem duas 

formulações de polimixinas E disponíveis comercialmente: sulfato de colistina (tópico) 

e colistimetato de sódio (uso parenteral), enquanto a polimixina B só tem 

apresentação de uso parenteral. Esses polipeptídeos são compostos catiônicos que 

têm afinidade pelas cargas negativas do lipídio A do lipopolissacáride (LPS) dos Gram 

negativos. Quando esses fármacos se ligam ao Lipídio A, deslocam cálcio e magnésio 

causando um efeito detergente que desestabiliza a membrana celular (GUNN, 2008). 

Na década de 1970, o uso de polimixina foi abandonado devido à sua toxicidade, 

porém na década de 1990, houve aumento de resistência bacteriana e esse 

medicamento foi reintroduzido na clínica para uso em infecções causadas por 

bactérias multi-resistentes (GIRARDELLO et al., 2012). 

Polimixinas constituem atualmente uma das últimas opções de tratamento para 

infecções causadas por K. pneumoniae resistente aos carbapenêmicos e apesar de 

sua toxicidade, tem sido amplamente utilizadas (GISKE, 2015; MICHALOPOULOS et 

al., 2010).  

As fosfomicinas são agentes bactericidas que inibem o primeiro passo da 

síntese do peptidoglicano da parede bacteriana e com isso possui amplo espectro de 

ação, sendo eficaz contra Gram-positivos e Gram-negativos. Apesar desse 

antimicrobiano ter sido negligenciado por muitos anos, estudos recentes vêm 

demonstrando sua eficácia, inclusive para infecções por bactérias Gram-negativas 

multirresistentes (GISKE, 2015; LEE et al., 2016; YU et al., 2017). 

2.2 Resistência aos antibióticos β-lactâmicos 

K. pneumoniae podem apresentar mais de um mecanismo de resistência aos 

antibióticos, fato esse, que limita as opções terapêuticas para o tratamento de 

infecções graves (HASHEMI et al., 2014; TAHERPOUR e HASHEMI, 2013; TSAI et 

al., 2011). O principal mecanismo de resistência de bacilos Gram-negativos é a 

produção de β-lactamases, enzimas que se encontram em altas concentrações no 



 

21 
 

espaço periplasmático dessas bactérias, capazes de romper o anel β-lactâmico 

(BUSH e JACOBY, 2010). 

2.2.1 β-lactamases 

A descoberta do primeiro mecanismo capaz de hidrolisar as penicilinas 

(penicilinase) foi feita antes desses antibióticos terem sido utilizados em larga escala 

(ABRAHAM e CHAIN, 1940). Em 1960, outra β-lactamase mediada por plasmídeos 

foi descrita em Escherichia coli isolada de hemocultura de um paciente com nome 

Temoniera na Grécia e por isso essa enzima foi denominada TEM-1 (MEDEIROS, 

1984; DALTA et al., 1965 apud BRADFORD, 2001). Em seguida foi descoberta outra 

penicilinase denominada SHV-1 (Sulfidril variável), de origem cromossômica, presente 

em K. pneumoniae e que poderia ser carreada por plasmídeos (MATTHEW et al., 

1979). 

Com o tempo novas enzimas foram sendo descobertas e surgiram dois 

sistemas de classificação de β-lactamases (Tabela 1). O primeiro baseado na 

sequência de aminoácidos (AMBLER et al., 1991) e outro de acordo com 

características funcionais dessas estruturas (BUSH, JACOBY e MEDEIROS, 1995). 

Com o avanço científico, a possibilidade de sequenciamento dos genes de resistência, 

novos subgrupos e variantes têm sido constantemente adicionados aos esquemas de 

classificação (BUSH e JACOBY, 2010). 

Klebsiella pneumoniae expressa β-lactamases cromossômicas que conferem 

resistência intrínseca a diversos antimicrobianos como: ampicilina, amoxicilina, 

ticarcilina e carbenicilina. Além disso, tem a capacidade de adquirir outras β-

lactamases por meio de elementos móveis (ROSSI e ANDREAZZI, 2005) 

  

https://www.nature.com/articles/146837a0#auth-1
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Tabela 1 - Classificação de β-lactamases segundo Ambler e Bush, Jacoby e Medeiros. 

Grupo Classe Substrato Inibição por 
clavulanato 

Enzimas representantes 

1 C Cefalosporinas Não AmpC (CMY-2, FOX-1, MIR-1, 
GC1, CMY-37) 

2 a A Penicilinas Sim Penicilinases de GP 
2b A Penicilinas 

Cefalosporinas 
Sim SHV, TEM-1, TEM-2, TEM-90 

2be A Penicilinas 
Cefalosporinas 

Sim TEM-3 a TEM-26,SHV-2 a 
SHV-6, Klebsiella oxytoca K1, 
CTX-M-15, CTX-M-44, PER-1, 
SFO-1, SHV-5, TEM-10 

2br A Penicilinas Sim/Não TEM-30 a TEM-36,TRC-
1,TEM-76, TEM-103, SHV-10, 
SHV-26 

2ber A Penicilinas Pouco TEM-58, TEM-68, TEM-89 
2c A Penicilinas 

Cabernicilina 
Sim PSE-1, PSE-3, PSE-4, CARB-

3 
2d D Penicilinas  

Cloxacilina 
Sim/Não OXA-1, OXA-10, PSE-2 

2de D Penicilinas 
Cefalosporinas 

Sim/Não OXA-11, OXA-15 

2df D Carbapenens 
Cloxacilina 

Sim OXA-23, OXA-48 

2e A Cefalosporinas Sim Cefalosporinases induzíveis 
de Proteus vulgaris CepA 

2f A Penicilinas 
Cefalosporinas 
Carbapenêmicos 

Sim NMC-A de Enterobacter 
cloacae, Sme-1 de Serratia 
marcescens 
IMI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1, 
GES-2 

3 B Maioria dos beta-
lactâcmicos, 
inclusive 
carbapenêmicos 

Não IMP, NDM, VIM, SPM, AIM, 
KHM, GIM, SMB, TMB, FIM, 
CphA, Sfh-1, L1 de 
Stenotrophomonas 
maltophilla, CcrA de 
Bacteroides fragilis 

4 Indeter
minada 

Penicilinas Não Penicilinase de Burkholderia 
cepacia 

Fonte: Adaptado de Bush e Jacoby(2010) 

Classe A de Ambler 

As β-lactamase de espectro estendido - ESBL pertencentes a classes A e D de 

Ambler, são variantes das β-lactamases clássicas: TEM-1 e SHV-1 e foram 

inicialmente descritas em K. ozaenae (KLIEBE et al., 1985). 

Uma ou mais substituições de aminoácidos em TEM-1 e SHV-1 podem conferir 

resistência a cefalosporinas de amplo espectro e monobactâmicos, característica das 
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ESBL (BUSH e JACOBY, 2010). Normalmente, mais de um tipo de enzima está 

presente em K. pneumoniae e é muito comum ocorrer associação dos subtipos de 

TEM, SHV e CTX-M (CHAGAS et al., 2011).   

Enterobactérias produtoras de ESBL do tipo SHV e TEM são descritas como 

mais frequentes em diversos estudos incluindo relatos brasileiros (FERREIRA et al., 

2019; FLORES et al., 2016). Estudo recente no Paquistão (ABRAR et al., 2019) e 

relato de Nogueira et al. (2015) realizado em hospitais da região sul observaram CTX-

M como predominante, o que demonstra que a ocorrência de ESBL pode variar de 

acordo com a área geográfica. 

A ESBL do tipo CTX-M foi reportada pela primeira vez por Bauernfeind et al. 

(1990) e tem como substrato preferencial a cefotaxima. Bacilos Gram negativos 

produtores dessa enzima podem ser inibidos por inibidores de β-lactamase, como 

tazobactam e ácido clavulânico. As variantes mais encontradas no Brasil são CTX-M-

1, CTX-M-2, CTX-8, CTX-M-9 e CTX-M-15 (CHAGAS et al., 2011; SEKI et al., 2013).  

Isolados clínicos produtores de ESBL também podem expressar mecanismos 

de resistência a outras classes de antimicrobianos, tais como fluorquinolonas e 

aminoglicosídeos e quando combinado com perda de porinas e bomba de efluxo 

também reduzem a sensibilidade aos carbapenêmicos (CHA et al., 2015; CHARFI et 

al., 2017).  

Uma das mais importantes β-lactamases produzidas por K. pneumoniae é a 

KPC. Consiste em uma serino-β-lactamase capaz de hidrolisar todos os β-lactâmicos 

incluindo carbapenêmicos (CANATELLI et al., 2014; YIGIT et al., 2001). A enzima 

KPC-1 foi reportada pela primeira vez em K. pneumoniae isolada de amostra de 

paciente internado em hospital da Carolina do Norte – EUA (YIGIT et al., 2001). Em 

seguida KPC-2 e KPC-3 foram reportados nos Estados Unidos, com diferença de 

apenas um aminoácido entre uma variante e outra (SMITH et al., 2003; WOODFORD 

et al., 2004). Sequenciamento posterior dessas enzimas, detectaram que a publicação 

inicial KPC-1 tinha sequência idêntica a KPC-2 e a publicação inicial foi revisada 

mantendo a segunda denominação (YIGIT et al., 2001). 

Estudo de Bradford et al. (2004) demonstrou a emergência do gene bla-KPC em 

amostras provenientes de sete diferentes hospitais de Nova York. Daí em diante a 

disseminação de enterobactérias produtoras de KPC vêm sendo descrita em todo o 

mundo (CANATELLI et al., 2014; CHUNG et al., 2011; SMITH et al., 2003; 
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STEINMANN et al., 2011; YU et al., 2017) como podemos observar na figura 1. No 

Brasil, o gene bla-KPC foi reportado pela primeira vez em K. pneumoniae isolados de 

amostras clínicas provenientes de Recife - PE (MONTEIRO et al., 2009) e a variante 

KPC-2 é considerada endêmica no Brasil. A figura 2 mostra as publicações de K. 

pneumoniae produtora de KPC em todo país.  

O alto poder de disseminação do gene bla-KPC se deve a sua inserção em 

elementos genéticos móveis, como transposons e plasmideos conjugativos. O 

principal elemento móvel reportado na literatura é o transposon Tn4401 responsável 

pela disseminação desse gene no Brasil e no mundo (MATHERS et al., 2011). 

No estado de Mato Grosso do Sul, o primeiro relato de K. pneumoniae  

produtora de KPC foi feito pelo nosso grupo de pesquisa. Essa bactéria foi isolada de 

urina em paciente com leucemia linfocítica admitida no Hospital Universitário 

(HUMAP) no ano de 2010 (CHANG et al., 2013). Recente estudo mostra que K. 

pneumoniae produtora de carbapenemase é muito frequente nos grandes hospitais 

de nosso estado (CAMPOS et al., 2017). 

 

Figura 1 - Distribuição global de K. pneumoniae produtora de carbapenemase. 

 

Fonte: Lee et al., 2016. 
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Confirmando a diversidade e evolução das β-lactamases, outra 

carbapenemase denominada BKC (Brazilian Klebsiella carbapenemase) foi descrita 

em três isolados na cidade de São Paulo (NICOLETTI et al., 2015). Apesar do gene 

bla-BKC só ter sido relatado no estado de São Paulo até o momento e com baixa 

prevalência (0,3%), essa carbapenemase foi encontrada em elementos móveis e pode 

se disseminar para outras bactérias e outras regiões (MARTINS et al., 2016). 

Classe B de Ambler 

Metalo β-lactamases (MBL) pertencem ao grupo B de Ambler e são assim 

denominadas por sua dependência de metais como o Zinco. São capazes de hidrolisar 

os antibióticos carbapenêmicos e as mais prevalentes no mundo são as variantes do 

tipo IMP (Imipenemase) e VIM (Verona imipenemase), reportadas principalmente em 

países Europeus e nos EUA. Têm sido descritas principalmente em Pseudomonas 

aeruginosa, mas também podem estar presentes em outras bactérias, incluindo K. 

pneumoniae (JU et al., 2018; YONG et al., 2009) o que sugere troca de material 

genético entre diferentes espécies. No Brasil, SPM (São Paulo metallo-β-lactamase) 

é a MBL mais comum e está restrita a bacilos Gram negativos não fermentadores 

(CARVALHO et al., 2006). 

A MBL, New Delhi Metallo-beta-lactamase-1 (NDM) foi descrita pela primeira 

vez em K. pneumoniae proveniente de urina de uma paciente Indiana que vivia na 

Suécia (YONG et al., 2009). No Brasil, essa carbapenemase já foi reportada em 

Providencia rettgeri (CARVALHO-ASSEF et al., 2013), Enterobacter hormaechei 

(CARVALHO-ASSEF et al., 2014), Enterobacter cloacae complex, Morganella 

morganii (ROZALES et al., 2014), K. pneumoniae (AIRES et al., 2017) e Acinetobacter 

baumannii (PILONETTO et al., 2014).  

Diferente das outras MBL, NDM costuma conferir resistência também a outras 

classes de antimicrobianos como aminoglicosídeos, sulfonamidas e fluorquinolonas, 

pois é comum a associação com outros determinantes de resistência (NORDMAN, 

DORDET e POIREL, 2014; QUILES et al., 2015). 
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Figura 2 – Distribuição de casos de infecção por Klebsiella pneumoniae produtora de 

carbapenemase de acordo com o estado brasileiro. 

 

Classe C de Ambler 

Outras β-lactamases importantes na resistência aos antimicrobianos são as 

cefalosporinases do tipo AmpC, enzimas serino-dependentes comuns em 

cromossomos de bacilos Gram-negativos não fermentadores e enterobactérias do 

grupo CESP (gêneros Citrobacter, Enterobacter, Serratia e Providencia). A presença 

de alguns antibióticos, como de penicilinas, imipenem ou combinações com ácido 

clavulânico pode induzir a hiperprodução dessa enzima e promover hidrólise de 

penicilinas, cefalosporinas até 3ª. Geração e monobactans (BUSH e JACOBY, 2010). 

A transmissão plasmidial de AmpC favoreceu a disseminação desse gene para 

outras bactérias, tais como K. pneumoniae, Morganella morganiii, Proteus mirabilis, 

Salmonella, dentre outras (PHILIPPON et al., 2002; SHENG et al., 2013). Os 

genótipos de AmpC mais descritos na literatura são: CMY, MIR, MOX, LAT, FOX, 

DHA, ACT e ACC (BUSH e JACOBY, 2010; JACOBY, 2009). Apesar dessas enzimas 

serem relatadas esporadicamente em nosso país, as do tipo CMY-2 são as mais 

prevalentes (CAMPANA et al., 2013; JACOBY, 2009). 
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Classe D de Ambler 

As oxacilinases são enzimas que têm capacidade de hidrolisar as penicilinas, 

não são inibidas por inibidores de β-lactamases e foram inicialmente descritas em 

bacilos Gram-negativos não fermentadores. Apesar da alta variabilidade quanto a 

sequência de aminoácidos e em relação ao espectro de ação, de forma geral conferem 

resistência a ampicilina, cefalotina, cloxacilina e oxacilina (BUSH e JACOBY, 2010).  

A maioria das oxacilinases deriva de OXA-2 e OXA-10 e estão geralmente 

associadas a elementos móveis (Exceção OXA-51). A variante OXA-11, derivada de 

OXA-10 foi reportada como variante de espectro estendido pela sua capacidade de 

se ligar as cefalosporinas de amplo espectro e por isso foi alocada no grupo 2de de 

Bush (BUSH e JACOBY, 2010).  

Outros grupos como os da OXA-23 e OXA-48 são capazes de hidrolisar os 

carbapenêmicos e pertencem ao subgrupo 2df de Bush (EVANS e AMYES, 2014). A 

carbapenemase OXA-23 foi a primeira oxacilinase reportada no Brasil em 

Acinetobacter baumanii (DALLA-COSTA et al., 2003). 

As oxacilinases mais frequentes em Enterobacteriaceae são as do tipo OXA-

48 e representam um dos maiores problemas de resistência aos carbapenêmicos na 

última década (EVANS e AMYES, 2014).  No Brasil, uma nova variante também capaz 

de hidrolisar os carbapenêmicos, OXA-370, foi descrita em Enterobacter hormaechei 

por Sampaio et al. (2014). Estudo posterior encontrou essa β-lactamase em diferentes 

espécies de enterobactérias no Brasil e destacou a importância do clone ST16 de K. 

pneumoniae para disseminação desse gene (PEREIRA et al., 2015). 

2.2.2 Detecção laboratorial de β-lactamases 

A partir da década de 1990, a disseminação de bactérias produtoras de β-

lactamases, motivou a instituição de técnicas para pesquisa dessas enzimas nos 

laboratórios de rotina. 

A pesquisa fenotípica de ESBL pode ser realizada por técnica de aproximação 

de discos, “Double Disc Synergy Test” (DDST), discos combinados, por fitas 

impregnadas com antibióticos (E-test®) ou por métodos automatizados. Dados de 

sensibilidade e especificidade desses métodos são mostradas na Tabela 2. O uso 

rotineiro dessas metodologias foi recomendado pelo Clinical and Laboratory Standard 
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Institute – CLSI até o ano de 2010. A partir de então, a pesquisa de ESBL foi 

substituída pela mudança de pontos de corte para as cefalosporinas e passou a ser 

recomendada apenas para fins epidemiológicos (CLSI, 2017). 

 

Tabela 2 – Acurácia dos métodos fenotípicos para pesquisa de ESBL em 

Enterobactérias. 

Método Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

Referência 

DDST 96,0 96,0 Garrec et al., 2011 

Discos combinados 96,0-100,0 84,0-91,0 

E-test 90,0 89,0 

Phoenix 100,0 51,5 Wiegand et al., 2007 

Vitek 84,5 93,9 

     DDST - double-disk synergy test 

 

Em consequência da emergência de enterobactérias resistentes aos 

carbapenêmicos o CLSI, a partir de 2009, passou a sugerir a pesquisa de 

carbapenemases para enterobactérias resistentes as cefalosporinas e resistentes a 

um ou mais carbapenêmicos. Atualmente, técnicas fenotípicas como a de Hodge 

modificado, Carba-NP e mais recentemente Carbapenem Inactivation Method são 

sugeridas para triagem de carbapenemases, além da recomendação de ensaios 

moleculares específicos para confirmação (CLSI, 2017). 

O método de Hodge modificado consiste em observar o alargamento da área 

de crescimento bacteriano de uma cepa de E. coli ATCC 25922 frente a um 

carbapenêmico devido à presença de uma bactéria produtora de carbapenemase 

(Figura 3). Apesar da boa sensibilidade e fácil execução apresenta especificidade 

baixa e limitações na interpretação dos resultados. Além disso, resultados falsos 

positivos podem ser encontrados em bactérias produtoras de AmpC e ESBL (CTX-M) 

(CARVALHÃES et al., 2009; CURY et. al., 2012). 

No intuito de melhorar a detecção de AmpC, MBL e KPC, outra técnica com 

inibidores e potenciadores para detecção de carbapenemases foi sugerida por nota 
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técnica da Anvisa (BRASIL, 2013). A interpretação do resultado é positiva quando se 

observa diferença maior de 5mm entre o disco de carbapenêmico e a sua combinação, 

conforme mostra a figura 3. 

Outra metodologia, baseada na detecção direta da hidrólise de 

carbapenêmicos, denominada Carba-NP, também foi recomendada pelo CLSI por 

apresentar elevada especificidade (100%) e boa sensibilidade (até 80% com inóculo 

bacteriano concentrado) e propicia resultados rápidos (figura 4). Entretanto, colônias 

mucoides e bactérias produtoras de OXA-48 podem resultar em resultados falso 

negativos (TIJET et al., 2013). Recentemente, novo método de baixo custo e de fácil 

execução, CIM (Figura 5), demonstrou alta performance (96,6% de concordância) 

quando comparado ao Carba-NP na detecção de carbapenemases e constitui uma 

ótima ferramenta para os laboratórios de rotina (VAN DER ZWALUW et al., 2015). 

 

Figura 3 – Teste de triagem para pesquisa de carbapenemases Hodge modificado. 

 

 

Figura 4 – Teste de triagem para detecção de carbapenemases sugerido pela nota 

técnica n.1 (ANVISA, 2013). 

 

M – meropenem; I – imipenem 

 

(┼) 

(┼) 
(─) 
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Figura 5 – Método de inativação de carbapenêmicos (CIM). 

 

2.2.3 Outros mecanismos de resistência 

A entrada de muitos antibióticos na bactéria depende de canais bacterianos de 

porina e ocorre de acordo com o tamanho, carga e hidrofobicidade da droga. A 

diminuição da expressão desses canais é um mecanismo de resistência importante, 

pois limita a passagem dos antimicrobianos pela membrana, reduzindo sua ação. O 

termo mais usado para designar porinas é “Omp” que significa: “Outer membrane 

protein”. As principais porinas descritas em K. pneumoniae são Ompk35 e Ompk36. 

Inserções ou deleções nos genes relacionados a produção de porinas podem resultar 

em aumento da concentração inibitória mínima (CIM) para cefalosporinas e 

carbapenêmicos (TSAI et al., 2011).  

Outro mecanismo de resistência importante são as bombas de efluxo que se 

caracterizam por estruturas que lançam substâncias do meio intracelular para o meio 

extracelular de forma ativa e assim protegem a bactéria de substâncias nocivas como 

antibióticos. Estes sistemas são constituídos por uma proteína de ligação e uma 

proteína transportadora. As bombas de efluxo podem afetar múltiplos fármacos ou 

pode ser específico a um antibiótico. Os genes de bomba de efluxo são geralmente 

cromossomais, mas podem estar alojados em elementos móveis como plasmídeos e 

transposons (DOMENECH-SANCHES, 2001 apud PADILLA et al., 2010).  

As bombas de efluxo mais encontradas em K. pneumoniae são: AcrAB, AcrEF 

e OqxAB que estão relacionadas à diminuição de sensibilidade aos β-lactâmicos, 

fluoroquinolonas e glicilciclinas (PADILLA et al., 2010; VISALLI et al., 2003). A 

hiperexpressão dessas bombas ou a perda de porinas aliada a outros mecanismos 

(┼) 

(─) 
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podem resultar em altos níveis de resistência aos β-lactâmicos (TAHERPOUR e 

HASHEMI, 2013). 

2.3 Resistência às polimixinas 

O uso inadequado de antibióticos tem contribuído para seleção de micro-

organismos multirresistente, portanto o uso dos carbapenêmicos em larga escala 

pode ter contribuído para o aumento da resistência a esses antimicrobianos e 

aumentado o uso das polimixinas nos últimos anos (CANNATELLI et al., 2014; ROSSI 

et al., 2017). 

A diminuição de sensibilidade das bactérias ás polimixinas pode ser causada 

pelo aumento da cápsula de polissacarídeo (CAMPOS et al., 2004) ou por mutações 

no sistema de dois componentes que modifica o lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano 

(CANNATELLI et al., 2013).  

Os primeiros estudos de resistência às polimixinas foram realizados em 

Salmonella entérica. Estudos mostram que a adição de 4-amino-arabinose no lipídeo 

A do LPS da parede bacteriana diminui a afinidade das polimixinas (GUNN et al., 

2008).  O que causa essa modificação é uma mutação no sistema de dois 

componentes que é composto pelas proteínas PmrA, PmrB, PhoP e PhoQ. Esse 

sistema permite a sobrevivência da bactéria e está associado à virulência e à 

resistência antimicrobiana. Geralmente esse sistema é ativado quando a bactéria é 

fagocitada por macrófagos, quando ocorre modificações no pH ou alteração na 

concentração de magnésio (GUNN, 2008).  

A figura 6 ilustra diferentes genes que codificam as proteínas do sistema de 

dois componentes (PhoP, PhoQ, PmrA e PmrB). A proteína PmrB possui atividade de 

tirosina-quinase e ativa PmrA por fosforilação. PmrA ativa genes que estão envolvidos 

na modificação do lipídeo A no LPS (POIREL et al., 2017; SCHUREK et al., 2009). 

Dados da literatura demonstram que mutações pontuais no gene PmrB estão 

associadas a resistência às polimixinas em K. pneumoniae (CANNATELLI et al., 2014; 

JAYOL et al., 2014). 

Por sua vez, PhoQ também é proteína com atividade de tirosina-quinase que 

ativa PhoP por fosforilação. Esse processo também promove a transcrição do operon 

envolvido na adição de L-Ara4N no LPS. PhoP pode ativar a proteína PmrA 
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diretamente ou via proteína PmrD (SCHUREK et al., 2009). Jayol et al. (2014) 

descreveram que a deleção parcial no gene PhoP leva a uma proteína mais longa e 

inativa, o que também pode causar a resistência às polimixinas. A regulação dessas 

proteínas é feita por proteínas transmembrana mgrB e crrA/crrB (colistin resistance 

regulation) que modulam esse processo.  

O regulador negativo de PhoP/PhoQ é a proteína transmembrana com 47 

aminiácidos denominada mgrB que quando está ativado inibe o processo de 

modificação do LPS. Portanto, inativação do gene mgrB causa a hiperexpressão de 

PhoPQ, o que modifica o LPS e promove resistência às polimixinas (OLAITAN et al., 

2014). 

 
Figura 6 – Representação esquemática dos sistemas de dois componentes 

PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB que regulam a produção do LPS bacteriano. 

 

Fonte: Olaitan et al., 2014. 

 

Mutações variadas no gene mgrB como inserções e deleções de pequenas 

sequências de aminoácidos ou substituições de aminoácidos que levam a proteína 

alterada podem ser responsáveis pela resistência adquirida às polimixinas. No Brasil, 

estudo de Aires et al. (2016) reporta mutações no gene mgrB como principal 

mecanismo de resistência de K. pneumoniae frente às polimixinas.  

Outras duas proteínas regulam o sistema PmrA/PmrB: crrA e crrB que são 

codificadas pelo operon crrAB. A inativação de crrB também leva a expressão de 

PmrAB e a modificação do lipídeo A (CHENG et al., 2016).  
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Outro regulador intrínseco encontrado em K. pneumoniae, RamA, também 

pode reduzir a sensibilidade aos antimicrobianos e também é capaz de modificar o 

LPS e induzir a resistência às polimixinas (DE MAJUMDAR et al., 2015). 

A resistência as polimixinas pode estar associada também a presença do gene 

mcr-1 e suas variantes. Esse gene foi encontrado inicialmente em isolados de E. coli 

e K. pneumoniae na China (LIU et al., 2016) e pode ser transmitido por plasmideos. A 

proteína codificada por esse gene é uma fosfoetanolamina transferase que modifica o 

LPS bacteriano inativando a ação das polimixinas (HINCHLIFFE et al., 2017).   

A disseminação do gene mcr-1 tem sido descrita na Europa, Ásia, África, 

América do Norte e América do Sul, incluindo no Brasil. Diversos plasmídeos parecem 

estar envolvidos, tais como: IncI2, IncHI2, IncP, IncX4, IncFI e IncFIB (FERNANDES 

et al., 2016; LINDSEY et al., 2017; MATAMOROS et al., 2017). Estudos reportam mcr-

1 em E. coli isolada de animais desde a década de 1980 na China, o que sugere que 

a pressão seletiva do uso de antibióticos na prática veterinária pode ter colaborado 

para a seleção desse mecanismo (HU et al., 2016; POIREL, JAYOL e NORDMANN, 

2017; SHEN et al., 2016). 

Atualmente novas variantes têm sido descritas (mcr-2 a mcr-9) na China e 

Europa em E. coli e Salmonella spp. (BOROWIAK et al., 2017; CARATOLI et al., 2017; 

XAVIER et al., 2016; YIN et al., 2017). A variante mais recente, mcr-9 altera outro 

Sistema de dois componentes denominado qseC/qseB presente em E. coli que 

interage com PmrB e também promove aumento da CIM para polimixinas (BRELAND 

et al., 2017; KIEFFER et al., 2019)  

2.3.1 Detecção laboratorial de resistência de K. pneumoniae às polimixinas 

Para investigar a susceptibilidade aos antibióticos podem ser utilizadas as 

técnicas de disco difusão, fitas impregnadas com antimicrobianos - E-test® 

(bioMérieux, Durham, NC), microdiluição em caldo e métodos automatizados (CLSI, 

2017).  

A técnica mais antiga para avaliar susceptibilidade antibiótica é a de disco 

difusão que consiste na difusão do antibiótico contido em disco frente ao crescimento 

de uma bactéria semeada em ágar Muller Hinton. A zona de inibição do crescimento 

é mensurada e comparada com guidelines internacionais, tais como Clinical and 

Laboratory Standards Institute e Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility 
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Testing (BRCAST, 2017; CLSI, 2017). Apesar da fácil execução e do baixo custo, 

alguns antibióticos como as polimixinas não se difundem bem no ágar gerando 

resultados errôneos. Falsa sensibilidade para polimixinas frente a bacilos Gram 

negativos não fermentadores tem sido descrita, com resultados um pouco melhores 

quando utilizada polimixina E (PEREZ et al., 2007). Atualmente o CLSI e o BrCast não 

recomendam essa metodologia para determinar a sensibilidade a esses antibióticos, 

devido à grande quantidade de very major erros ou falsa sensibilidade (BRCAST, 

2017; CLSI, 2017; DAFOPOULOU et al., 2015).  

Devido aos problemas de avaliação com o disco difusão, a susceptibilidade às 

polimixinas deve ser avaliada pelo método de microdiluição em caldo (BRCAST, 2017; 

CLSI, 2017). Essa metodologia determina a menor concentração do antibiótico capaz 

de inibir o crescimento da bactéria (CIM).  

Apesar de não ser indicada pelos guidelines internacionais, metodologia com 

fitas impregnadas de concentrações variadas de antibiótico (E-test®) ainda é bastante 

utilizada. Um inóculo bacteriano é semeado em Ágar Muller Hinton e a fita de E-test® 

é colocada sobre o inóculo para leitura da inibição do crescimento ser observada após 

16 a 24 horas (CIM). Embora alguns estudos (MAALEJ et al., 2011; PEREZ, 2015) 

expressem boa correlação comparando esse método aos resultados da microdiluição 

em caldo, pesquisas realizadas com bactérias resistentes demonstram elevados 

índices de resultados discordantes, inclusive com alta taxa de very major errors que 

pode variar de 12% a 53% (CHEW et al., 2017; HINDLER e HUMPHRIES, 2013). 

As técnicas automatizadas, apesar de muito utilizadas, não detectam 

subpopulações heterorresistentes e demonstram baixa sensibilidade quando 

comparado à microdiluição (TAN et al., 2007). 

A técnica de microdiluição em caldo consiste em testar uma suspensão 

bacteriana frente a várias concentrações de antibiótico em meio líquido contido numa 

microplaca que no caso de polimixinas é o caldo Muller Hinton Cátion Ajustado (CLSI, 

2017). Embora a técnica seja laboriosa e possa ter resultados não reprodutíveis, CLSI 

e BrCast continuam recomendando a microdiluição em caldo como método padrão-

ouro, pois determina melhor a CIM para polimixinas. Entretanto, faz-se importante 

lembrar que bactérias com subpopulações heterorresistentes podem causar 

fenômeno de skipe well (pular poço) e confundir a leitura dos resultados (SCHUREK 

et al., 2009). 
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Dados da literatura sugerem que a microdiluição em caldo com adição de 

polissorbato 80 poderia minimizar a adesão do antibiótico aos poços das placas de 

polipropileno usadas na microdiluição (HINDLER et al., 2013). Contudo o polissorbato 

80 também exibe efeito sinérgico com a polimixina e altera os resultados diminuindo 

a CIM de 2 a 3 diluições (BROWN e WINSLEY, 1968). Placas compostas de 

poliestireno têm sido utilizadas comercialmente para diminuir esses efeitos. 

A técnica pode utilizar o sulfato de polimixina B ou polimixina E, devido à alta 

similaridade das moléculas e a sua equivalência nos testes “in vitro”. Estudo realizado 

com Klebsiella spp. e Escherichia coli, obteve Categorical agrément - CA>99% 

comparando resultados de microdiluição dos dois com diferença de no máximo uma 

diluição nos resultados (SADER et al., 2015). 

Além da metodologia empregada para avaliar a susceptibilidade da bactéria ao 

antimicrobiano, outros fatores como composição do meio de cultura, tratamento das 

placas e subjetividade dos critérios interpretativos podem influenciar nos resultados 

(HINDLER et al., 2013). 

2.3.2 Epidemiologia molecular 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi o início de uma verdadeira 

revolução para as doenças infecciosas. Com o aprimoramento dessa técnica foi 

possível identificar melhor os micro-organismos e investigar genes envolvidos na 

resistência bacteriana aos antimicrobianos, investigar epidemias e surtos, além de 

avaliar a disseminação de clones bacterianos no mundo. Esse método de amplificação 

criado por Kary Mullis em 1983 trouxe enormes benefícios para a área da saúde 

possibilitando o sequenciamento genético, a análise da expressão gênica e melhor 

diagnóstico de doenças (MULLIS et al., 1986). 

Com o passar dos anos, metodologias de tipagem molecular envolvendo 

análise de fragmentos de DNA, puderam esclarecer relações de ancestralidade entre 

grupos bacterianos com técnicas de ribotipagem, pulsed-field gel electrophoresis 

(PFGE) e mais recentemente o Multilocus sequence typing -MLST. A técnica de 

ribotipagem utiliza a hibridação com sondas moleculares. Após extração e purificação 

do DNA, é feito digestão do material com enzima de restrição seguida de corrida 

eletroforética que separa os fragmentos desnaturados. Esses fragmentos são 
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hibridizados com uma sonda marcada e o padrão de bandas é revelado (DARINI, 

MAGALHÃES E CROTT, 1998; GRIMONT e GRIMONT, 1986). 

A análise de fragmentação de DNA por meio da técnica de PFGE envolve lise 

e digestão do material genético em gel de agarose e posterior eletroforese em campo 

pulsado para separar as bandas (TENOVER et al., 1995). Apesar de reprodutível e ter 

bom poder discriminatório, necessita de laboratorista experiente, tempo e possui um 

alto custo para o laboratório. Uma limitação dessa técnica é a dificuldade de 

comparação dos resultados entre laboratórios ou estudos a longo prazo (CDC 

https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html). 

A técnica de MLST consiste em um sistema altamente discriminatório, que não 

só permite a comparação de resultados em diferentes laboratórios, mas também 

possibilita a criação de um banco de dados mundial para analisar a filogenia 

bacteriana (JOLLEY, CHAN e MAIDEN, 2004). Os isolados de K. pneumoniae são 

definidos pela análise dos alelos de sete loccus gênicos. Cada alelo recebe um 

número e a combinação desses números geram uma sequência, denominada 

sequence type - ST (membros de um mesmo clone). Aqueles que compartilham de 

mais de cinco alelos idênticos são agrupados em um complexo clonal (FEIL et al., 

2004; MAIDEN et al., 1998; PÉREZ-LOSADA et al., 2006).  

Dentre as K. pneumoniae, o complexo clonal 258 (ou complexo clonal 11) é o 

mais prevalente no mundo e está relacionado com a disseminação de genes de 

resistência. Vários ST´s pertencem a esse grupo, tais como: ST11, ST44, ST48, 

ST258, ST327, ST340 e ST437 (BOWERS et al., 2015; NICOLETTI et al., 2012; 

PEREIRA et al., 2013). 

A rápida disseminação do gene bla-KPC é atribuída a expansão de K. 

pneumoniae do ST258 (BOWERS et al., 2015; MUNOZ-PRICE e QUINN, 2013). No 

Brasil o ST258 é o mais disseminado com os subtipos: KpA, KpA1, KpA1´, KpA2, 

KpA4, e KpA4´. Os sequence types ST11, ST340, ST258 e ST437 são os mais 

prevalentes (ANDRADE et al., 2011; BRAUN et al., 2017; PEREIRA et al., 2013). 

Estudo realizado em rios urbanos do estado de São Paulo descreveu a presença de 

K. pneumoniae ST340 e ST437 alertando para a transmissão ambiental de micro-

organismos multirresistentes (OLIVEIRA et al, 2014).  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Estudar os mecanismos de resistência aos carbapenêmicos e polimixinas e 

conhecer a diversidade genética de Klebsiella pneumoniae resistente aos 

carbapenêmicos em amostras clínicas de unidades de terapia intensiva de três 

grandes hospitais do Mato Grosso do Sul. 

3.2 Objetivos Específicos 

• Identificar genes que codificam β -lactamases envolvidas com a 

resistência aos carbapenêmicos no Estado; 

• Determinar a susceptibilidade de K. pneumoniae frente a tigeciclina, 

fosfomicina e polimixinas de modo a sugerir possíveis alternativas de 

tratamento. 

• Identificar mecanismos de resistência em K. pneumoniae resistentes a 

polimixina.  

• Identificar se existe relação clonal entre as amostras de Klebsiella 

pneumoniae nos hospitais estudados. 
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Abstract 

 

Objective: This study was conducted to determine the molecular epidemiology and resistance 

mechanisms of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae recovered from three public 

hospitals in midwestern Brazil. 

Design: Quantitative descriptive study.  

Methods: Molecular investigation of blaOXA-48, blaKPC, blaNDM, blaCTX-M, blaSHV, blaTEM, 

blaIMP, and blaVIM resistance genes was performed in 99 K. pneumonia isolates from patients 

in the intensive care unit. Antimicrobial susceptibility was determined with a Vitek 2 System, 

except for polimixin B, which was evaluated by the microbroth dilution test. Clonal 

relatedness was established by pulsed-field gel electrophoresis and multilocus sequence 

typing. 

Results: A lower percentage of resistance was observed against amikacin (5.1%), polymyxin 

(18.2%), tigecycline (20.2%), and fosfomycin (30.5%). Screening resistance genes showed 

that Klebsiella isolates carried the blaKPC (88.9%) and extended-spectrum beta-lactamase 

(ESBL) genes blaSHV (73.5%), blaTEM (72.2%), and blaCTX-M (43.9%). The most frequent 

sequence types were: ST273, ST11, ST 1298, ST13, ST2687, and ST37. The sequence types 

ST304, ST309, ST401, ST406, ST779, and ST2751 in multidrug-resistant K. pneumoniae 

have not been detected previously in Brazil. 

Conclusions: Klebsiella pneumoniae belonging to the same clone is present in different 

hospitals in the same region. Transfer of blaKPC, blaSHV, blaTEM, and blaCTX-M has contributed 

to the high rate of carbapenem resistance observed in multidrug-resistant K. pneumoniae 

isolates.   
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Introduction  

 

The emergence of infections caused by carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae 

(CR-KP), mainly in patients in intensive care units, is a global concern. The transmissibility 

and limited therapeutic options for treating these infections make difficult to control this 

multiresistant pathogen.1 In Brazil, K. pneumoniae carbapenemase (KPC) is the most 

predominant carbapenemase in Enterobacteriaceae.1 The rapid spread of K. pneumoniae KPC-

producing (KP-KPC) worldwide is attributed to expansion of dominant clone CC258 or 

CC11, particularly ST258 and ST11.2 Previous studies showed that specific plasmids are 

successfully spreading and harbor resistance among K. pneumoniae strains in Brazilian 

hospitals.1 Determining the resistance genotypes can reduce delays in administering adequate 

therapy and may decrease the high mortality of infectious KP-KPC.2  

The aim of this study was to determine the molecular epidemiology and resistance 

mechanisms of KPC-producing K. pneumoniae recovered from three public hospitals in the 

midwestern region of Brazil, which have not been widely examined. 

 

 

Methods 

 

Human subject protection 

This study was approved by the ethics committee of Federal University of Mato 

Grosso do Sul (CAAE - 50087815.2.0000.0021). 

 

Bacterial identification and susceptibility test 
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In this study, 99 non-duplicate isolates of CR-KP were obtained between March 2013 

and March 2014 from patients in intensive care units (ICU) at three Brazilian public hospitals: 

Hospital A; Hospital B, and Hospital C of Mato Grosso do Sul state which have 592, 352, and 

271 beds, respectively.  

The Klebsiella pneumoniae identification and antimicrobial susceptibility test were 

performed with a Vitek 2 System (bioMérieux, Marcy L'Etoile, France). Additional 

antimicrobial susceptibility tests to determine the minimal inhibitory concentrations (MICs) 

of polymyxin B were performed by the broth microdilution technique using polymyxin B 

sulfate (Eurofarma, São Paulo, Brazil) and interpreted according BrCast guidelines.3 

Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 were used as 

quality control strains. Although BrCast has approved the disk diffusion method for 

fosfomycin only for Escherichia coli recovered from the urinary tract, we used the same 

interpretation for all strains (resistance to fosfomycin when the inhibition zone diameter ≤24 

mm).  

Multidrug-resistant (MDR) was defined as non-susceptibility to at least one agent in 

three or more antimicrobial categories, whereas extensively drug-resistant (XDR) was defined 

as non-susceptibility to at least one agent in all but two or fewer antimicrobial categories.4 The 

agents used to define these categories were aminoglycosides (amikacin, gentamicin), 

piperacillin-tazobactam, carbapenems (imipenem, meropenem, ertapenem), cephalosporins 

(cefazolin, ceftriaxone, cefepime), cephamycin (cefoxitin), fluoroquinolones (ciprofloxacin), 

glycylcyclines (tigecycline), phosphonic acids (fosfomycin), and polymyxin B. 

 

Molecular investigation 
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Klebsiella pneumoniae isolates were screened by polymerase chain reaction (PCR) for 

the following β-lactamase genes: blaOXA-48-like, blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaVIM, blaCTX-M, 

blaSHV, and blaTEM using previously described primers.5-7 

The clonal relationship between K. pneumoniae isolates was investigated by pulsed-

field gel electrophoresis using the XbaI restriction endonuclease (Promega, Madison, WI, 

USA) in the CHEF-DR III apparatus from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA) and 

analyzed with BioNumerics fingerprinting software (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, 

Belgium).8 Multilocus sequence typing was performed to subtype CR-KP  by amplification 

and sequencing of seven housekeeping genes including gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB, and 

tonB.9 The allelic profiles and sequence types (STs) were determined using the Institute 

Pasteur Klebsiella MLST database (http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). 

 

 

Results 

The 99 CR-KP samples were obtained from the urine (42.4%), tracheal aspirates 

(22.2%), blood (16.2%), catheter tips (7.1%), surgical wound exudates (8.1%), and other 

(4.0%) clinical specimens. Antimicrobial susceptibility tests showed high rates (>85%) of 

resistance to β-lactams, quinolones, and gentamicin antibiotics. Twelve (12.1%) K. 

pneumoniae were considered as XDR and 87 (87.9%) were MDR. Seventy-six (76.8%) 

isolates were resistant to all carbapenems. A lower percentage of resistance was observed 

against amikacin (5.1%), polymyxin (18.2%), tigecycline (20.2%), and fosfomycin (30.5%). 

Screening for antimicrobial resistance genes showed that 88.9% of CR-KP isolates 

carried blaKPC but blaOXA-48, blaNDM, blaVIM, and  blaIMP were not detected. Extended-

spectrum beta-lactamase (ESBL) genes were detected in most isolates: blaSHV (73.5%), 

http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
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blaTEM (72.2%), and blaCTX-M (43.9%). Fifty-four (54.5%) CR-KP isolates contained these 

three ESBL genes.   

 

 

Discussion 

In ICUs, CR-KP is a major infectious agent in the urinary tract, lower respiratory tract, 

bloodstream, and surgical wound infection.1,10 In addition to the high resistance to 

carbapenemic antibiotics, K. pneumoniae recovered from patients in ICUs were resistant to 

most antibiotics recommended for treatment. Similar to the results of a previous study11 

tigecycline, fosfomycin and polymyxin were among the drugs showing lower resistance and 

may be considered therapeutic options for treating infections caused by MDR K. pneumoniae.  

 Although K. pneumoniae shows good sensitivity to tigecycline, the emergence of 

tigecycline resistance in blaKPC–2 has been reported.12 The profile of antibiotic resistance 

varies by region and even between hospitals in the same city. Thus, determining the resistance 

profile of different hospitals is essential for guiding therapeutic choices. A study conducted to 

evaluate K. pneumoniae in different regions of Brazil13 reported resistance rates of 38.1% to 

tigecycline and 5.3% to fosfomycin. This is the first description of resistance to these 

antibiotics in Mato Grosso do Sul state. Therefore, these results should improve the 

understanding of antimicrobial resistance of K. pneumoniae in Brazil.  

According Perez et al. (2016), tigecycline and fosfomycin combined with other 

antimicrobial agents are effective for treating infections caused by KPC- and OXA-48-

producing K. pneumoniae.11 Polymyxin is a “last-line” treatment for MDR Gram-negative 

infections. Increased polymyxin resistance rates have been observed in recent years in 

Brazil.14 We found that 18.2% of CR-KP cases were polymyxin B-resistant. We previously 

reported the mechanisms of resistance to polymyxin in these samples.15  
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KPC-producing K. pneumoniae is prevalent in North America, Greece, Italy, Taiwan, 

Colombia, China, Argentina, and Brazil.2 Our data show that KPC production is the main 

mechanism of resistance in K. pneumoniae isolated in ICUs in public hospitals in Mato 

Grosso do Sul state.  

The high rates of resistance to β-lactams and others antimicrobial classes is likely 

related to the concomitant presence of different resistance mechanisms.  

Studies with the multilocus sequence typing show that ST258 and ST11 sequences 

types are the globally prevalent clones in K. pneumoniae.2,16 These sequences types belong to 

clonal complex CC258, which has spread rapidly worldwide. In Brazil, ST11, ST258, ST340, 

and ST437 are the most frequent patterns reported in KPC-2-producing K. pneumoniae.13, 16 

Interestingly, in our study, most CR-KP isolates were characterized as ST273, ST11, and 

ST1298, whereas ST340 and ST437 were not detected.  

Unlike that observed in Asia17,18, In our study ST273 was not related in K. pneumoniae 

carrying bla-NDM. However, we detected one colistin-resistant K. pneumoniae ST273 as 

previously described in Italy.19  

In our study, CR-KP of ST273 harbored bla-SHV and bla-TEM (100%), bla-KPC (91.7%), 

and bla-CTX-M (36.4%). Most CR-KP isolates belonging to ST273 showed sensitivity to 

tigecycline, fosfomycin, and polymyxin B. One strain was polymyxin-resistant (MIC = 8 

µg/mL), whereas no resistance to tigecycline or amikacin was recorded.  

ST11, the most prevalent sequence type in this study, is among the most frequently 

described sequence types in Brazil.13 It has been reported in several countries of Latin 

America, Asia, beyond India, the UK, Turkey, Spain, and Sweden.2 According to a previous 

study, ST11 may be related to colistin resistance in K. pneumoniae.20 Our results identified 

four CR-KP (36.4%) resistant to polymyxin including ST11, which had a high MIC (32 
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µg/mL). The ability of K. pneumoniae ST11 to acquire resistance and its virulence power 

determines its prevalence in this profile and success of infection.21 

Recently, we reported ST1298 in polymyxin-resistant K. pneumoniae.15 In this study, 

ten K. pneumoniae of ST1298 were found in Hospital A. The persistence of this clone for five 

months in the ICUs may be linked to the spread of plasmids carrying the clone in this 

institution. In our study, ST1298 CR-KP presented a higher rate of tigecycline resistance 

compared to the other sequence types. 

ST13 was described in previous studies with K. pneumoniae carrying blaTEM
22 and 

blaOXA-48
23 in Europe and was reported in KPC-producing K. pneumoniae from northeastern 

and southeastern Brazil.13 Corroborating these results, our study showed a high prevalence of 

KPC-producing K. pneumoniae of ST13 in the studied hospitals. We found that ST11 and 

ST13 were related to high rates of polymyxin resistance. The selective pressure caused by 

polymyxins likely contributed to selection of this resistance and limited its treatment. 

ST37 has been described in K. pneumoniae carrying resistance mechanisms: KPC, 

NDM, and IMP-4 in China,24-26 the OXA-48 gene in Saudi Arabia, 27 ESBL genes in Africa28 

and KPC in Brazil.20 In our study, this clone harboring blaSHV, blaTEM, blaCTX-M, and blaKPC 

demonstrated that clones can carry resistance genes worldwide. 

This study describes for the first time in Brazil the sequence types ST304, ST309, 

ST401, ST406, ST779, and ST251 in MDR K. pneumoniae. Further studies are needed to 

determine the relationship of these STs with antimicrobial resistance. 

The results obtained reveal dissemination of K. pneumoniae belonging to the same 

clone in different hospitals in the same region. The transfer of blaKPC, blaTEM, and blaCTXM 

likely contributed to the high rate of carbapenem resistance observed in MDR K. pneumoniae 

isolates. 
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Figure 1 – Molecular typing of 99 pulsotypes from carbapenem-resistant K. pneumoniae 

isolated in Mato Grosso do Sul – Brazil. 
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Figure 2 – Distribution of the most common K. pneumoniae sequence types (STs) in three 

hospitals of Mato Grosso do Sul state – Brazil.  
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   Table 1 – Sequence types, antimicrobial resistance and resistance genes of K. pneumoniae according to hospital of origin. 

Sequence 

type 

Isolates  CIP 

 

 ERT 

 

 IPM 

 

 MER 

 

 AMI 

 

FOS 

 

TIG 

  

POL B  

 

Resistance  

genes (%) 

Hospital 

(n) 

 (n) (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) %   

ST273 13 13 100 13 100 9 69.2 13 100 0 0 4 30.8 3 23.1 1 7.7 bla-SHV (100) 

bla-TEM (100) 

blaCTX-M 

(36.4) blaKPC 

(91.7) 

C (12) 

B (1) 

ST11 11 10 90.1 9 81.8 9 81.8 10 90.1 0 0 4 36.4 3 27.3 4 36.4 bla-SHV (100) 

bla-TEM (54.5)  

blaCTX-M 

C (6) 

B (2) 
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(54.5) blaKPC 

(100) 

A (3) 

ST1298 10 8 80.0 8 80.0 9 90.0 10 100 0 0 3 30.0 5 50.0 1 10.0 bla-SHV (30.0) 

bla-TEM (70.0) 

blaCTXM (20.0) 

blaKPC (80.0) 

A (10) 

ST13 8 6 75 7 87.5 8 100 8 100 2 28.6 3 37.5 1 12.5 3 37.5 bla-SHV (37.5) 

bla-TEM (50.0) 

blaCTXM (50.0) 

blaKPC (87.5) 

A (4) 

B (4) 

STNI 7 6 85.7 6 85.7 6 85.7 6 85.7 0 0 3 25.0 1 8.3 0 0 bla-SHV (50.0) 

bla-TEM (66.7) 

A (4) 

B (5) 

C (3) 
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AMI – Amikacin; CIP – Ciprofloxacin; ERT – Ertapenem; FOS – Fosfomycin; IPM – Imipenem; TIG – Tigecycline; MER – Meropenem;  POL 

– Polymyxin B; R – Resistant; STNR – STNI – ST not identified.  

  

blaCTX-M 

(58.3) 

blaKPC (83.3) 

ST37 6 5 83.3 6 100 6 100 6 100 2 40.0 3 50.0 0 0 1 16.7 bla-SHV 

(100.0) 

bla-TEM (83.3) 

blaCTX-M 

(83.3) blaKPC 

(83.3) 

A (4) 

B (2) 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Em nossa região, a resistência de K. pneumoniae aos carbapenêmicos é 

causada principalmente devido a produção de KPC. Outras carbapenemases 

(NDM, OXA-48) não foram encontradas. As principais β-lactamases de 

espectro estendido encontradas foram SHV, TEM e CTX-M; 

• Amicacina, tigeciclina, fosfomicina e polimixina B são os antimicrobianos com 

melhor atividade “in vitro”; 

• A resistência as polimixinas em nosso estado é devido a mutações deletérias 

no gene de PmrB diferente de outros estudos em nosso país que sugerem que 

mutações no gene mgrB como principal mecanismo de resistência a essa 

droga; 

• Os principais sequence types de K. pneumoniae em nossa região são ST 273, 

ST11 e ST1298, perfil diferente de outras regiões do país. 

• Existe disseminação de clones de K. pneumoniae entre os hospitais de nosso 

estado, o que alerta para a importância de reforçar as medidas de controle para 

minimizar a dispersão de genes de resistência. 
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APÊNDICE A – RELAÇÃO DE BACTÉRIAS E RESULTADOS 
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APÊNDICE B – INICIADORES E CONDIÇÕES DE REAÇÃO DE PCR 

Gene  Sequencia do iniciador (5’ →  3’) 
Tamanho do 
produto (pb) 

Temp. 
anelamento 

da PCR 

blaCTX-

M 

CTX-M-F: 

ATGTGCAGYAACCAGTAARGTKATGGC 
593 50°C 

CTX-M-

R:TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 

blaSHV 
SHV-F: TTATCTCCCTGTTAGCCACC 

797 60°C 
SHV-R: GATTTGCTGATTTCGCTCGG 

blaTEM 
TEM-F: GCGGAACCCCTATTTG 

859 60°C 
TEM-R: ACCAATGCTTAATCAGTGAG 

blakpc 
KPC-F  

KPC-R  

 TCGCTAACTCGAACAGG  

TTACTGCCCGTTGACGCCAATCC  
  

 

785 60°C 

bla-oxa-

48 
OXA-48-F  

OXA-48-R  

 TGTTTTTGGTGGCATCGAT  

GTAAMRATGCTTGGTTCGC  
  

 

177 60°C 

blaNDM 
NDM-F  

NDM-R  

 TTGGCCTTGCTGTCCTTG  

ACACCAGTGACAATATCACCG  
 

82 60°C 

mcr-1 
mcr-1-F – AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 

mcr-1-R - AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 
320 58°C 

mcr-2 
mcr-2-F – CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 

mcr-2-R - TCTAGCCCGACAAGCATACC 
715 58°C 

mcr-3 
mcr-3– F – AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 

mcr-3-R - AATGGAGATCCCCGTTTTT 
929 58°C 

mcr-4 
mcr-4-F – TCACTTTCATCACTGCGTTG 

mcr-4-R- TTGGTCCATGACTACCAATG 
1116 58°C 

mcr-5 
mcr-5-F- ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 

mcr-5–R - TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 
1644 58°C 

blaSPM 
SPM- F – CCTACAATCTAACGGCGACC 

SPM – R- TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 
649 52°C 

blaIMP 
IMP-1-F-  CTACCGCAGCAGAGTCTTTG 

IMP-1 – R- AACCAGTTTTGCCTTACCAT 
586 50°C 

blaVIM 
VIM-1-F AGTGGTGAGTATCCGACA 

VIM-1-R ATGAAAGTGCGTGGAGAC 
260 50°C 

    

Yigit  et al., 2001; Mulvey et al., 2003; Monteiro et al., 2012; Rebelo et al., 2018 

 


