CARACTER[ZAQAO ANTIMICROBIANA FENOTI’PICA DE BACTERIAS DO
GENERQO Klebsiella spp. RESISTENTES A POLIMIXINA

Karoline Rissele Henrique de Almeida; Natally dos Santos Silva; Eliana Maria Chaves

de Paiva; Sibele Ribeiro de Oliveira

Centro Universitario Tabosa de Almeida (ASCES/UNITA), Caruaru, Pernambuco,
Brasil.

Resumo: Tendo em vista a problematica crescente da resisténcia bacteriana, o presente
estudo teve por objetivo analisar fenotipicamente o perfil de sensibilidade e resisténcia
cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes as polimixinas, avaliando as tendéncias da
resisténcia in vitro frente aos principais antimicrobianos de uso corrente no tratamento
de infec¢cBes nosocomais em um hospital de emergéncia no municipio de Caruaru-PE.
Trata-se de um estudo descritivo transversal, realizado entre abril e agosto de 2017 onde
foi realizada a caracterizacdo antimicrobiana de cepas de Klebsiella pneumoniae
resistentes a polimixina, frente aos principais antibidticos de uso clinico, através da
realizacdo de antibiograma pelo método de Kirby-Bauer para determinacéo do perfil de
sensibilidade e resisténcia das cepas. Neste estudo um total de 18 isolados de Klebsiella
pneumoniae resistentes a polimixina foram analisados. Todos os isolados apresentaram
resisténcia a pelo menos uma classe de antibidtico testada, sendo as classes das
penicilinas, inibidores de [B-lactamases e cefalosporinas as mais prevalentes. As
infeccbes ocasionadas por bactérias multirresistentes tém sido uma preocupacao
relacionada principalmente a falta de desenvolvimento de novos medicamentos. O
comportamento das bactérias resistentes a polimixina frente a demais classes de
antibidticos tem apresentado uma situacdo preocupante, uma vez que ja se mostram
resistentes a todas as classes antimicrobianas disponiveis, apontando cada vez mais para
0 surgimento de uma era de grandes limitacGes relacionadas a utilizacdo de
antimicrobianos.
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PHENOTYPIC ANTIMICROBIAL CHARACTERIZATION OF GENUS
BACTERIA Klebsiella spp. RESISTANT TO POLYMYXIN

Abstract: Owing to the growing problem of bacterial resistance, of the present study
aimed at analyze phenotypically the sensitivity and resistance profile of polymyxin
resistant strains of Klebsiella pneumoniae by evaluating the trends of in vitro resistance
against the main antimicrobials commonly used in the treatment of infections hospital in
the municipality of Caruaru-PE. This is a cross-sectional descriptive study carried out
between April and August 2017, where the antimicrobial characterization of strains of
Klebsiella pneumoniae resistant to polymyxin against the main antibiotics of clinical
use was carried out through the Kirby-Bauer method to determine the sensitivity and
resistance profile of the strains. In this study a total of 18 isolates of polymyxin-resistant
Klebsiella pneumoniae were analyzed. All isolates showed resistance to at least one



class of antibiotic tested, and the classes of penicillins, B-lactamase inhibitors and
cephalosporins were the most prevalent. Infections caused by multiresistant bacteria
have been a concern mainly related to the lack of development of new drugs. The
behavior of polymyxin-resistant bacteria against other classes of antibiotics has
presented a worrying situation, since they are already resistant to all available
antimicrobial classes, pointing increasingly to the emergence of an era of great
limitations related to the use of antimicrobials.

Keywords: Antimicrobials, resistance, cross infection.

Introducéo:

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € atualmente um dos maiores problemas
de saude publica em todo mundo, uma vez que muitas bactérias que anteriormente se
apresentavam suscetiveis a antibidticos eficazes no tratamento das infeccGes tém
demonstrado altos niveis de resisténcia & maioria destes agentes antimicrobianos. A
resisténcia é responsavel por consequéncias relacionadas com a morbidade e
mortalidade dos pacientes, além de prolongar a hospitalizacdo dos mesmos, afetando
diretamente os custos relacionados aos cuidados de satide’. No Brasil, de acordo com
0 Ministério da Saude, mais de 70% das bactérias que causam infeccGes nosocomiais
sdo resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos comumente utilizados no

tratamento dos pacientes®.

Dentre os microrganismos comumente envolvidos nos casos de infeccbes
nosocomiais, Klebsiella spp. tem apresentado grandes preocupacfes dentro deste
contexto, sendo a espécie Klebsiella pneumoniae a mais frequente®. Trata-se de uma
bactéria Gram negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae, que naturalmente
apresenta resisténcia intrinseca apenas as aminopenicilinas (ampicilina e amoxicilina)®.
Entretanto, nas Ultimas décadas, casos de cepas de Klebsiella resistentes aos f-
lactdmicos tém sido comumente reportados, principalmente associados a producdo da
enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). A Klebsiella KPC expressa
resisténcia a cerca de 95% dos antimicrobianos disponiveis, restringindo de maneira

acentuada as opgoes terapéuticas’.

A correlacgéo existente entre a utilizagdo de antimicrobianos e o aparecimento de
cepas de Klebsiella resistentes ¢ evidenciada principalmente nos antibioticos [-

lactdmicos, que tem sua atividade inibida pela agdo das enzimas B-lactamases®. Dentro



deste contexto, destacamos a producdo de beta lactamases de espectro estendido
(Extended-Spectrum Betalactamase = ESBL) que hidrolisam as cefalosporinas de 12, 22
e 3% geragbes, monobactamicos (aztreonam), penicilinas, aminoglicosideos,
fluoroquinolonas, e tetraciclinas®. Diante da situacdo emergente a cerca do panorama de
resisténcia ocasionado por microrganismos produtores de ESBLs, os carbapenémicos
passaram a ser a classe principal de antimicrobianos utilizados no tratamento de
infeccBes ocasionadas por estes multirresistentes®, no entanto, essa opgdo terapéutica
tem exercido uma maior pressdo seletiva no contexto hospitalar ocasionando a selecdo

natural de bactérias resistentes aos carbapenémicos®.

De maneira frequente o tratamento das infec¢Oes ocasionadas por Gram
negativos envolve a utilizagdo de cefalosporinas de 3% e 42 geracdo, quinolonas,
antimicrobianos associados a inibidores de beta-lactamases (sulbactam, tazobactam e
acido clavulanico), aminoglicosideos e carbapenémicos!!, porém, a ampla utilizagdo
destes antimicrobianos tem tornado cada vez mais frequente o aparecimento de isolados

apresentando resisténcia®.

Com a emergéncia de microrganismos multirresistentes, antimicrobianos a
polimixina B e colistina (polimixina E), voltaram a ser utilizadas como ultima opcao
terapéutica com atividade contra microrganismos Gram negativos multirresistentes!?4,
Embora as taxas de resisténcia as polimixinas ainda sejam consideradas baixas, estudos
ja relatam a resisténcia total a estes antibi6ticos principalmente em cepas de Klebsiella
pneumoniae e Acinetobacter spp*°.

Tendo em vista a problematica crescente da resisténcia bacteriana, o presente
estudo teve por objetivo analisar fenotipicamente o perfil de sensibilidade e resisténcia
de isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes as polimixinas, avaliando as
tendéncias da resisténcia in vitro frente aos principais antimicrobianos de uso corrente
no tratamento de infec¢Bes nosocomais em um hospital de emergéncia no municipio de

Caruaru-PE.



Material e Métodos:

Estudo descritivo transversal, realizado entre abril e agosto de 2017, em um
hospital de emergéncia da cidade de Caruaru-PE, Brasil.

As amostras utilizadas foram fornecidas pelo hospital de estudo, sendo
previamente coletados conforme metodologia prépria de diversos sitios de infeccdo,
cultivadas e identificadas como Klebsiella pneumoniae. A caracterizagdo do perfil de
resisténcia a polimixina se deu através da determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) conforme metodologia do E-test® que baseia-se na difusdo de um
gradiente de concentracGes diferentes do antimicrobiano testado (polimixina) na
superficie de uma placa de agar Mueller Hinton, com a finalidade de fornecer a
informacdo da concentracdo minima que aquele antibidtico apresenta para ser
considerado eficiente para o tratamento. Em seguida, as cepas foram repicadas em Agar
Mac Conkey e posteriormente submetidas ao teste de susceptibilidade frente aos
principais antibidticos de uso clinico, através da realizacdo de antibiograma pelo método
de Kirby-Bauer para determinacdo do perfil de sensibilidade e resisténcia das cepas.

Para a analise dos resultados acerca dos padrdes de resisténcia, utilizou-se a
padronizacdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2017(16), através
de antibidticos recomendados para bactérias Gram negativas da familia
Enterobacteriaceae. Discos contendo 0s seguintes agentes antimicrobianos foram
utilizados: amicacina, ampicilina, amoxicilina com 4acido clavulanico, aztreonam,
cefazolina, ceftazidima, cefepime, cefoxitina, cefuroxima, ciprofloxacina, cloranfenicol,

gentamicina, imipenem, levofloxacina, piperaciclina com tazobactam, tobramicina.

Resultados:

Foram obtidas 18 isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes a polimixina B.
Em relacéo ao perfil de susceptibilidade frente as demais classes de antibidticos, 100%
das cepas testadas apresentaram resisténcia a todos os representantes das classes das
penicilinas, inibidores de P-lactamases e cefalosporinas. Em relagdo a classe das
quinolonas 77,77% das cepas apresentaram resisténcia. Na classe dos monobactamicos,
88,88% das cepas se mostraram resistentes. Um total de 72,22 % foram resistentes aos

carbapénemicos e 61,11% foram resistentes a classe dos fenicois. Ja 0s



aminoglicosideos, apresentaram um total de 50% de cepas resistentes, conforme

evidenciado no Gréfico 1.
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Gréfico 1: Perfil de sensibilidade e resisténcia apresentada por classe antimicrobiana.

Discussao

O aumento da resisténcia antimicrobiana principalmente apresentada pelos
bacilos Gram negativos, e a auséncia do desenvolvimento de novas drogas ativas neste
grupo, motivou a reintroducdo da utilizacdo das polimixinas, no entanto, a eficacia
clinica deste antimicrobiano ja se torna limitada e casos de resisténcia ja podem ser

identificados, principalmente em isolados de Klebsiella pneumoniae®’8,

7

A espécie Klebsiella pneumoniae é considerada um importante patégeno de
interesse hospitalar frequentemente associado ao surgimento de infecgbes nosocomiais
oportunistas, sendo uma das principais espécies envolvidas no aparecimento de
mecanismos de resisténcia a diferentes classes antibidticas, incluindo a resisténcia as

polimixinas®®1®,

Os resultados do presente estudo apontam de maneira evidente para a
problematica da resisténcia aos PB-lactdmicos, que sdo antimicrobianos de amplo

espectro. Fazem parte da classe dos p-lactdmicos as cefalosporinas, carbapenémicos e as



penicilinas. Um total de 41,88% das cepas de Klebsiella pneumoniae testadas neste
estudo apresentaram resisténcia aos B-lactdmicos, corroborando com estudo publicado
por Silva et al. (2014)?° em que 73,33% do total de amostras analisadas apresentaram

resisténcia a esta classe.

A classe das quinolonas, representada pelos antibidticos levofloxacina e
ciprofloxacina, representou neste estudo 11,96% do total de resisténcia, corroborando
com estudos como o de Souza (2014)%, em que foi observado baixa efetividade das
quinolonas frente a familia das Enterobacteriaceae, principalmente a Klebsiella
pneumoniae, além de ter sido constatado que a levofloxacina apresentou uma maior
efetividade quando comparada com a efetividade da ciprofloxacina, este dado foi

observado também no presente estudo.

A classe dos aminoglicosideos é considerada uma importante opcéo terapéutica
no tratamento de infeccdes hospitalares, sendo muitas vezes utilizada em combinacao
com outras classes de antibidticos, principalmente os B-lactamicos. Neste estudo foi
observado que a classe dos aminoglicosideos representada pelos antibi6ticos amicacina
e gentamicina, obteve um percentual de apenas 7,69% de resisténcia. Dados
semelhantes foram observados em estudo desenvolvido por Seibert et al. (2014)% em
que os aminoglicosideos apresentaram sensibilidade em 91,5% dos isolados testados de
Klebsiella pneumoniae, sugerindo que apesar do aumento e disseminacdo de cepas
resistentes em todo o mundo, esta classe com seu alto potencial bactericida, ainda pode

ser eficaz no tratamento de algumas infeccdes.

A resisténcia as cefalosporinas, evidenciada em 100% das cepas testadas neste
trabalho aponta para a problematica de cepas produtoras de B- lactamases de espectro
estendido (ESBL), uma vez que os primeiros relatos do aparecimento de Enterobactérias
produtoras de ESBL estavam associados com a resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo. As cefalosporinas sdo hidrolisadas por cepas produtoras de - lactamases do
tipo Amp?24,



Conclusodes

A réapida disseminacdo de bactérias resistentes tem colocado em risco a eficacia
da maioria dos antibioticos, incluindo aqueles com amplo espectro de atividade. As
infeccbes ocasionadas por bactérias multirresistentes tém sido uma preocupacao

relacionada principalmente ao desenvolvimento limitado de novos medicamentos.

Este contexto reflete diretamente no fardo econémico do sistema de salde, pois,
uma resposta nao eficaz ao tratamento através de drogas de primeira escolha leva a
utilizacdo de antimicrobianos que apresentam alta toxicidade, como as polimixinas, que
apesar de geralmente apresentarem resposta ao tratamento, seu uso de maneira
recorrente j& tem levado ao surgimento de bactérias resistentes também a esta Ultima
opcao terapéutica.

O comportamento das bactérias resistentes a polimixina frente a demais classes
de antibidticos tem apresentado uma situagcdo preocupante, uma vez que ja se mostram
resistentes a todas as classes antimicrobianas disponiveis, apontando cada vez mais para
0 surgimento de uma era de grandes limitacOes relacionadas a utilizacdo de

antimicrobianos.
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