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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae isoladas de

animais domeésticos e silvestres

RESUMO

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) é um patdgeno oportunista responsavel por
diversos tipos de infeccbes nosocomiais e € considerado um microrganismo
multirresistente. Dados na literatura que fornecam informacfes a respeito da
resisténcia desse microrganismo a antimicrobianos em amostras de animais sao
escassos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de resisténcias a
antimicrobianos dentro da Medicina Veterinaria. Um total de 67 isolados de K.
pneumoniae provenientes de diferentes sitios de lesdo de animais domésticos
(39/67) e silvestres (28/67), foram confirmados por sequenciamento do gene 16S
rRNA. O maior percentual de isolamento de K. pneumoniae foi de isolados de urina
com 16% (11/67), pulmdo 13% (09/67) e fezes 12% (08/67). No perfil de
susceptibilidade foram testados 11 categorias de antibioticos, sendo a maior taxa de
resisténcia ao metronidazol 97% (65/67), ampicilina 94% (63/67), amoxicilina 93%
(62/67), sulfonamidas 93% (62/67), colistina 93% (62/67) e nitrofurantoina 88%
(59/67). Os que apresentaram menor taxa de resisténcia foram: meropenem 3%
(2/67), imipenem 6% (4/67) e amicacina 16% (11/67). Todos os isolados
demostraram um fendtipo de multirresisténcia, sendo 100% (67/67) consideradas
bactérias multirresistentes (MDR). O resultado deste estudo reforga que os animais

sao reservatorios de K. pneumoniae multirresistentes.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae, multirresisténcia, perfil de susceptibilidade,
MDR.



Antimicrobial susceptibility profile of Klebsiella pneumoniae isolated from domestic
and wild animals

ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) is an opportunistic pathogen responsible for
several types of nosocomial infections and is considered a multiresistant
microorganism. Data in the literature that provide information regarding the
resistance of this microorganism to antimicrobials in animal samples are scarce.
Thus, the objective of this work was to evaluate the profile of antimicrobial resistance
within Veterinary Medicine. A total of 67 K. pneumoniae isolates from different lesion
sites of domestic (39/67) and wild (28/67) animals were confirmed by sequencing the
16S rRNA gene. The highest percentage of K. pneumoniae isolation was from urine
isolates with 16% (11/67), lung 13% (09/67) and faeces 12% (08/67). In the
susceptibility profile, 11 categories of antibiotics were tested, with the highest
resistance to metronidazole being 97% (65/67), ampicillin 94% (63/67), amoxicillin
93% (62/67), sulfonamides 93% (62 / 67), 93% colistin (62/67), and 88%
nitrofurantoin (59/67). The ones with the lowest resistance were: meropenem 3%
(2/67), imipenem 6% (4/67) and amikacin 16% (11/67). All isolates demonstrated a
multidrug resistance phenotype, with 100% (67/67) considered multiresistant bacteria
(MDR). The result of this study reinforces that the animals are reservoirs of

multiresistant K. pneumoniae.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, multiresistance, susceptibility profile, MDR.
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1. INTRODUGCAO

As infeccOes clinicas causadas por bactérias multirresistentes tem causado
grande preocupacdo mundial, sendo considerado um grave problema médico-social.
Estdo comumente associadas as falhas em terapias, aumento dos custos dos
tratamentos e na morbidade e mortalidade de pacientes (PEREIRA et al., 2015).

Uma diversidade de patdgenos pode estar relacionada a etiologia dessas
infeccdes. Dentre as bactérias Gram negativas, responsaveis por grande parte das
infeccbes nosocomiais resistentes, a Klebisiela pneumoniae (K. pneumoniae),
pertencente a familia Enterobacteriaceae, destaca-se pela habilidade de
desenvolver mecanismos de resisténcia enzimaticos e sdo consideradas grandes
responsaveis por diferentes doencas infecciosas (ZIVANORVIC et al., 2017).

As doencas causadas por K. pneumoniae geralmente estéo relacionadas com
o estado imunolégico do hospedeiro e sua gravidade muitas vezes é potencializada
devido a capacidade patogénica da cepa capaz de criar um fenétipo de
multirresisténcia ao uso exacerbado de antimicrobianos (PEREIRA et al., 2015).

Estudos de resisténcia de isolados de origem animal sdo escassos no Brasil,

desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar o perfil de susceptibilidade a

antimicrobianos da K. pneumoniae isoladas de animais domésticos e silvestres.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Antimicrobianos

Antimicrobianos ou antibiéticos sdo substancias quimicas que apresentam a
capacidade de inibir o crescimento de microrganismos e séo indicados para o
tratamento de infecgbes (MOTA et al., 2010). Sao classificados quanto a sua
atividade como bactericidas, quando atuam provocando diretamente a morte do
microrganismo, ou bacteriostaticos, quando impedem a replicacdo do mesmo. Neste
ultimo caso, o sistema imune do hospedeiro € o maior responsavel por debelar a
infeccdo (DRAWZ e BONOMO, 2010).
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Diferentes tipos de enfermidades tém afetado tanto a Medicina Humana,
qguanto a Veterinaria, causando varios surtos, elevando as taxas de mortalidade e
morbidade ao longo dos tempos. No ano de 1929, foi descoberto o primeiro
antibiotico, penicilina, seguido de outros, como sulfonamidas, estreptomicina,
cloranfenicol e tetraciclina (ZAFFIRI et al., 2012).

O uso da terapia antimicrobiana transformou a pratica médica e veterinaria de
uma abordagem centrada no diagnostico para uma abordagem centrada no
tratamento. Com isso, possibilitou a cura de diversas enfermidades, o0 aumento da
expectativa de vida, a prevencédo e tratamento de infec¢cbes, menor tempo de
recuperacdo das infec¢des, o que resultou em uma melhora de qualidade de vida.
Porém, poucos anos ap6s o advento da utilizacdo dos antimicrobianos, o
aparecimento de microrganismos resistentes reduziu muita a eficacia desta nova
abordagem (PAPHITOU, 2013)

Mesmo com o0s avancos no desenvolvimento de novos medicamentos, a
producdo de novos farmacos antimicrobianos tem diminuido, tanto pela necessidade
de alta tecnologia e grandes investimentos em longo prazo, como também longo
periodo para a inclusdo de um novo farmaco no mercado, o que pode levar anos
apos a realizacéo dos ensaios pré-clinicos (O’NEILL J. et al., 2015).

Os principais antimicrobianos de interesse clinico estdo inseridos nas
seguintes classes: B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamas,
carbapenémicos e oxapeninas), fenicéis, tetraciclinas, polipeptidios, poliénicos,
macrolidios, aminoglicosidios, ansamicinas, antraciclinas, lincomicinas, nucleosidios,
glutarimidas, poliéter ionéforos, nitroimidazol e outros (HARAGUCHI, 2010).

Os principais mecanismos de acao sao descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo dos principais antimicrobianos disponiveis para tratamento

de infec¢Bes bacterianas de acordo com Guimaraes et al., (2010).

Mecanismo de acéo

Antibioticos

Alvo

B-lactamicos
Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapémicos
Monobactamas

Enzima transpeptidase

Inibicdo da formacéo de
ligagédo cruzada entre

cadeias de peptideoglicano,

impedindo a formacgéo

correta da parede celular

bacteriana

B-lactamicos
Oxapeninas
Sulfoxapeninas

, r
Enzima B-lactamase

Inibicdo da enzima de
esisténcia bacteriana, que
degrada antibiéticos 3-
lactamicos

Macrolideos
Lincosamidas
Estreptograminas
(dalfopristina e
quinupristina)
Cloranfenicol
Oxazolidinonas (linezolida)

Subunidade 50S |
ribossbmica

nibicdo da sintese proteica
bacteriana

Inibicdo da sintese proteica

Aminoglicosideos

Subunidade 30S
ribossdémica

bacteriana

Tetraciclinas

Glicopeptideos
(vancomicina e
teicoplanina)

Dipeptideo terminal D-Ala-
D-Ala do peptideoglicano

Complexacdo com as
cadeias peptidicas nao
ligadas e bloqueio da
transpeptidacdo, impedindo
a formacéo correta da
parede celular bacteriana
Afetam permeabilidade da

Peptideos ndo
ribossomais
(bacitracina, gramicidina C,

polimixina B)

Membrana plasmatica

membrana bacteriana por
facilitarem o movimento
descontrolado de ions
através da membrana

Afeta permeabilidade da

Lipodepsipeptideos
(daptomicina)

Membrana plasmatica

membrana bacteriana e
bloqueia sintese de acido
pipoteicoico, componente
da membrana externa de
bactérias Gram positivo.

Rifampicina

RNA polimerase
dependente de DNA

Inibicdo da sintese de RNA

Bloqueio da replicacéao e

Fluoroquinolonas

Enzima DNA girase

reparo do DNA.
Blogueio da formacéo de

Sulfonamidas

Enzima di-hidropteroato
sintetase

cofatores do acido folico,
importantes para sintese de
acidos nucléicos

Legenda: RNA- Acido ribonucleico; DNA- Acido desoxirribonucleico.
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2.1.1 B-lactamicos

O grupo dos antibioticos B-lactamicos retne alguns dos antimicrobianos mais
importantes e mais utilizados na pratica clinica para o tratamento de infeccbes
hospitalares, pertencendo a esse grupo as penicilinas, cefalosporinas,
monobactamas, carbapenémicos e oxapeninas. A caracteristica comum entre eles é
a presenca do anel B-lactamico na estrutura da molécula. O uso de antibi6ticos -
lactamicos encontra-se disseminado em razdo de sua seletividade, versatilidade e
baixa toxicidade (VERDI et al., 2016).

Os antibidticos B-lactamicos impedem a formacdo da parede celular da
bactéria por inibir enzimas responsaveis por catalisar a biossintese do
peptidoglicano. Esta inibicdo ocorre devido a uma ligacdo covalente entre o
antibiotico e uma ou mais dessas enzimas denominadas Penicillin-Binding proteins
(PBS), formado um complexo estavel. Consequentemente a ndo formacdo do
peptideoglicano, a bactéria entra em ciclo litico e morte celular (DA SILVA, 2012).

2111 Penicilinas

As penicilinas constituem o primeiro grupo de antimicrobianos indicados para
uso na terapia clinica (ZAFFIRI et al.,, 2012). Sdo compostas por um anel B-
lactamico e um anel de tiazolidina, que juntos ddo origem ao acido 6-
aminipenicilanico (6-APA). As penicilinas sdo facilmente distinguiveis com base na
atividade antimicrobiana, em seis grupos, classificado de acordo com o seu tempo
de introdu¢do no uso clinico (Tabela 2) conforme Guimardes e colaboradores
(2010).
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Tabela 2. Classificacdo dos grupos de penicilinas (derivados do acido 6-
aminopenicilamico) de acordo com Guimarées et al., (2010).

Atividades

Grupo Derivados importantes o :
antimicrobianas

Procaina, benzatina

Benzilpenicilinas (formas de longa acéo)

Bactérias Gram positivas

Benzilpenicilinas de

~ Fenoximetilpenicilina Bacterias Gram positivas
absorc¢ao oral
Isoxazolilpenicilinas Cloxacilina, dicloxacilina, L
L - e Atividade contra
Penicilinas oxacilina, meticilina,
. P - Staphylococcus aureus
antiestafilococicas nafcilina

Aminobenzil penicilinas
(ampicilina, hetacilina,
pivampicilina, amoxicilina);
amido penicilinas
(mecilinam)

Espectro mais amplo do
gue benzilpenicilinas,
porém sensivel a B-
lactamases

Penicilinas de espectro
ampliado (amplo)

Ureidopenicilinas
(azlocilina, mezlocilina,
piperacilina);
carboxipenicilinas
(carbenicilina, ticarcilina)

Atividade contra
Pseudomonas
aeruginosa; menor contra
bactérias Gram positivas

Penicilinas contra
Pseudomonas

Penicilinas resistentes a

B-lactamase Temocilina Resisténte a B-lactamase

2.1.1.2 Cefalosporinas

Nas cefalosporinas, o anel B-lactamico se liga ao anel di-hidrotiazina 6,
fazendo com que o nucleo da cefalosporina seja inerentemente mais resistente a -
lactamase do que o0 ndcleo das penicilinas, apresenta o acido 7-
aminocefalosporanico (7-ACA) como nucleo central. Todas as cefalosporinas em
uso clinico sdo derivadas semissintéticas do 7-ACA, o qual foi obtido inicialmente de
um antibidtico natural, a cefalosporina C, oriundo do fungo Cephalosporinum
acremonium (atual Acremonium chrysogenum) (CRAIG et al., 2015).

Uma das vantagens das cefalosporinas é a estabilidade a B-lactamases, com
boa atividade contra proteinas-alvo e boa capacidade de penetracdo nas paredes
das células bacterianas. Atualmente, estdo entre os antimicrobianos mais prescritos
na pratica, por apresentar um amplo espectro, baixa toxicidade, facilidade de
administracéo e perfil farmacocinético favoravel (TAVARES, 2009).

Séo classificados por geracdes de acordo com a ordem do desenvolvimento e

espectro e possui diferentes drogas (Tabela 3). A mudanca de espectro ocorre
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devido a alteragc6es na cadeia lateral da estrutura quimica basica das cefalosporinas
(de SOUSA, 2006).
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Tabela 3: Classificacdo das cefalosporinas com base na atividade antibacteriana (de

SOUSA, 2006)

Geracao Caracteristicas Exemplos Espectro de acéo
Efetiva contra
algumas espécies
de Staphylococcus
e Streptococcus
Cefalotina (n&o é a primeira
Unido do acilo do cloreto | Cefaloridina escolha). Também
Primeira de acido, a funcao Cefradina eficazes contra
~ aminogénica do 7-ACA, Ceradroxil Escherichia caoli,
geracao . L : :
foi as primeiras a ser Cefazolina Klebsiella
sintetizadas Cefalexina pneumoniae e
Cefatrizina Proteus mirabilis
Mais ativas sobre
bactérias Gram
positivas do que as
de 23geracao.
Cefamandol
. Cefaclor Mais eficazes contra
Aparece na década de . L
Segunda L Cefuroxima bactérias Gram
~ 70, grupo metoximino na . .
geracao 0siCA0 7 Cefonicida negativo produtores
b Cefoxitina de B-lactamases
Cefotetan
Cefotaxwpa Bactérias Gram
Cefsulodina .
Terceira . . Ceftazidima negativo e Gram
~ Final da década de 70 positivo; Usado em
Geracéao Cefoperazona . ~
. infecoes
Ceftiaxona i
. hospitalares
Cefixima
Mesma atividade
contra Gram
Adicdo de grupos negativas, mas mais
F o ) . potentes para Gram
Quarta acidicos nas cadeias Cefepime "
~ : . o . positivas do que os
Geracao introduzidas na posicéo Cefpiroma ) ~
r de terceira geragao.
Mais resistentes a
degradacéo por -
lactamicos
Ultima geracao, com
enorme potencial devuzlo Atividade contra
ao seu espectro de acdo :
L estafilococos
: contra bactérias : -~
Quinta . . Ceftaroline meticilino—
~ multirresistentes. . .
Geragao . ~ Ceftobiprole resistentes
Mecanismo de acao

ligeiramente diferente
dos restantes [3-

lactamicos

Sem acao contra
Pseudomonas
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2.1.1.3 Monobactamas

E o primeiro B-lactamico monociclico, que apresenta um anel B-lactamico
simples, sem o anel tiazolidina. Sdo derivados do acido 3-aminomonobactamico (3-
AMA) e tém como principal representante o aztreonam, que é analogo sintético

originado de uma espécie de Streptomyces. (GUIMARAES et al., 2010).

2.1.1.4 Carbapenémicos

Contém um anel B-lactdmico fusionado com um anel pirrolidinico
compartilhado uma molécula de nitrogénio, sendo considerados os B-lactamicos de
maior espectro de acdo. Os carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem)
sdo o0s antimicrobianos de escolha para o tratamento de infeccbes por
enterobactérias resistente aos antimicrobianos de primeira linha, ou seja, as
produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) (BRADFORD, 2001; XIA
et al, 2017). Os carbapenens sao ativos contra quase todos 0s cocos ou bastonetes
aerobicos ou anaerébicos Gram positivos ou Gram negativos clinicamente
importantes. Desde o surgimento de bactérias multirresistentes produtoras de ESBL,
0s carbapenémicos representam uma das Unicas alternativas terapéuticas, sendo
frequentemente utilizados no tratamento de infec¢Bes graves, por sua estabilidade
frente as ESBLs. Além disso, apresentam amplo escpectro de acdo e sao bem
aceitos pelos pacientes (NORDMANN et al., 2011; SHENG et al., 2012).

2.1.2 Polimixina

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptidicos ciclicos, que agem
diretamente com o lipideo A, componente do lipopolissacarideo (LPS) que esta
presente na membrana externa de organismos Gram negativos. Sao descritas cinco
tipos de polimixinas (A a E), mas somente duas delas sdo utilizadas na prética
clinica: a polimixina B e a polimixina E, também denominada colistina (JEANNOT et
al., 2017).

Uma das desvantagens dessa classe de antibidticos € o indice de toxicidade,
podendo levar a rea¢Bes adversas com quadros neuroldgicos e renais, o que levou
ao desuso na Medicina Humana, aliado a disponibilidade de outros antimicrobianos

que traziam sucesso terapéutico com menor indice de toxicidade, e na Medicina
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Veterinaria era muito utilizada em animais de producdo e animais domésticos
(LANDMAN et al., 2008).

Com o aumento da multirresisténcia bacteriana e da emergéncia de
organismos extensivamente resistentes, e a diminuicdo da efichcia de outros
antimicrobianos menos toxicos, foi reintroduzido o uso da polimixina na terapia
humana, foi criado estratégia a fim de minimizar a ocorréncia de eventos adversos

dos medicamentos para tentar amenizar o sua toxicidade (JEANNOT et al., 2017).

2.1.3 Nitroimidazois

Os nitroimidazoéis sdo compostos heterociclicos com base em nucleos de
cinco membros, que apls a entrada na célula do farmaco sofrem uma reacao de
reducdo no grupo de nitro e originam varios produtos intermediarios instaveis,
inclusive compostos antibacterianos. A reacdo de reducdo ocorre em condicdes
anaerobicas. Os compostos intermediérios instaveis interagem com o DNA de
bactérias e protozoarios, lesionando a estrutura helicoidal e provocando dano ao
filamento, com isso inibe a sintese de acido nucleico e provoca a morte do
microrganismo. Os metronidazois sdo amplamente utilizadas na Medicina Veterinaria
em animais de companhia, porém devido ao potencial carcinogénico, atualmente o
uso é proibido em animais de producdo (GUARDABASSI e KRUSE, 2008).

2.2 Resisténcia a antimicrobianos e bactérias multirresistentes

A medida que iniciou o uso dos antibiéticos na terapia clinica, apareceram
rapidamente os primeiros relatos de casos de resisténcia bacteriana. Com o passar
dos anos, novos antimicrobianos comecaram a ser sintetizados pela inddstria
farmacéutica para uso em terapia clinica. Contudo, os microrganismos criaram
mecanismos de resisténcia, tornando-se capazes de sobreviver perante esses
compostos (SILVA, 2012).

Sendo assim as bactérias podem adquirir a resisténcia ou ser intrinsicamente
resistentes a determinado antimicrobiano. A resisténcia adquirida ocorre quando
populac6es inicialmente susceptiveis de bactérias se tornam resistentes a um
agente antibacteriano, podendo proliferar-se e espalhar-se sob a presséao seletiva do

uso desse agente. A resisténcia intrinseca a uma ou mais classes de antibiéticos é
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caracterizada por todas as cepas da mesma espécie apresentar resisténcia a todos
0s representantes de uma determinada classe de antimicrobianos (TENOVER,
2006).

Os principais mecanismos de acdo pelos quais as bactérias se tonam
resistentes sdo: mutac6es em genes cromossémicos, aquisicdo de material genético
por transferéncia horizontal de genes, alteracdo do sitio alvo ao qual o agente
antibacteriano se liga, producdo de enzimas que inativam o0 agente antimicrobiano,
alteracdo de permeabilidade seletiva da membrana externa ou expressdo de
bombas de efluxo que expelem o farmaco da célula (MUNOZ-PRICE e QUINN,
2009).

A dindmica do surgimento e disseminacdo da resisténcia bacteriana aos
antibiéticos envolve diversos fatores que interagem e contribuem para a selecao de
bactérias. No entanto, como chave para a evolucdo bacteriana, talvez, o principal
fator seja a impressionante capacidade das bactérias em mobilizar genes de
resisténcia (FROST et al., 2005)

A mobilizagédo de genes de resisténcia pode ocorrer de uma célula bacteriana
para outra (transmissao horizontal), por plasmideos e transposons mobilizaveis ou
conjugativos, como também num mesmo genoma (recombinacao), por transposons,
cassetes génicos em integrons e sequencias de insercdo. Esses ultimos elementos
podem estar inseridos em plasmideos ou transposons, sendo assim, transferiveis
para outras bactérias (BOERLIN e REID-SMITH, 2008).

Sao varios eventos genéticos que pode levar a uma resisténcia aos
antibioticos, uma delas é a mutacdo em genes que passam a conferir resisténcia e
transmissdo horizontal de genes de resisténcia. Mesmo que a mutacédo tenha papel
importante e muita primordial, a transmissdo horizontal é determinante para a
disseminacdo de genes de resisténcia, pois contribui marcamente para selecionar
bactérias com multirresisténcia (SNYDER e CHANPNESS, 2007; HAWKEY, 2008).

Uma das formas de sobrevivéncia de bactéria sob pressdo seletiva de
antibioticos de diferentes classes € a presenca de elementos genéticos moveis com
a mobilizacdo de multiplos genes (SNYDER e CHAMPNESS, 2007; CARATTOLI,
2009).

A associacdo dos plasmideos conjugativos com a utilizacdo empirica
inadequada de antibidticos (irregularidade, subdosagem, baixa absorcdo dos

medicamentos, dentre outros fatores), foi e continua sendo os principais fatores que
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causam surtos de resisténcia por microrganismos multirresistentes (QUEENAN e
BUSH, 2007; CARATTOLI, 2009; LEAVITT, et al., 2010).

Os microrganismos multirresistentes sdo aqueles resistentes a quase todas
as classes de antimicrobianos testados em exames microbiolégicos. De acordo com
Magiorakos et al. (2012), sdo definidas em trés categorias para resisténcia adquirida
para bactérias: multirresistentes (Multidrug-resistant, MDR), extensivamente
resistente (Extensively drug-resistan, XDR) e pan-resistentes (Pandrug-resistant,
PDR). As MDR foram definidas como resisténcia a pelo menos um agente em trés
ou mais categorias antimicrobianas; bactérias XDR s&o resistentes a pelo menos um
agente em todas as categorias de antimicrobianos com excecao de dois ou menos
(ou seja, isolados bacterianos permanecem suscetiveis a apenas um ou duas
categorias); e PDR sao definidas como resistentes a todos os agentes em todas as
classes antimicrobianas. No entanto, para a validacdo dessas definicOes, tais
autores agruparam categorias de antimicrobianos para cada microrganismo, a fim de
selecionar aqueles com relevancia terapéutica, determinar um numero adequado de
farmacos a ser testado e comparacdo com banco de dados.

As infecges clinicas causadas por bactérias multirresistentes causam grande
preocupacdo mundial e é considerado um grave problema médico-social (LIANG et
al., 2017). No Brasil, as infec¢cdes hospitalares representam a quarta maior causa de
mortalidade (SILVA, 2012). A resisténcia aos antimicrobianos € um grave problema
de saude publica, comumente associada as falhas em terapias, aumento dos custos
dos tratamentos e na morbidade e mortalidade de pacientes (NOBREGA e
BROCCHI, 2014).

Uma diversidade de patdgenos de bactérias conhecidas como
multirresistentes pode estar relacionada a etiologia dessas infeccfes, geralmente
causadas por bactérias Gram negativas B-lactamase ndo fermentadores de glicose
como a Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii e espécies da familia
Enterobacteriaceae, como a Escherichia coli, Proteus mirabilis e K. pneumoniae.
Mas existem casos de Gram positivos multirresistentes como o Staphylococcus spp.
e Enterococcus spp (ZIVANORVIC et al., 2017).

As bactérias resistentes tém sido alvo de grande preocupacdo tanto na
Medicina Humana e Veterinaria. O uso de antimicrobianos em animais de produgéo
e sua associacdo com a emergéncia de bactérias resistentes na cadeia alimentar

vem sendo um grande problema. Varios autores tem relatado Dbactérias
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multirresistentes em cadeia produtiva, ja sendo descrito em leite mastitico
(LOCATELLI et al., 2010), produtos carneos (SUNDE et al., 2009), aves (HIROI et
al., 2011), equinos (RANKIN et al., 2005), suinos (ZOU et al., 2011) e ambiente
(ARIAS; DE MAIO CARRILHO, 2012). O uso de antimicrobianos como aditivos
melhoradores de desempenho e 0 uso para tratamento sisttmico dos animais de
producdo colabora com a manutencdo de genes relacionados a resisténcia a
antibioticos e favorece a selecédo de isolados multirresistentes no ambiente, pois 0s
residuos séo eliminados via leite, fezes e urina dos animais (BENGTSSON et al.,
2009; JECHALKE et al., 2014; BINH et al 2018).

Sao varios os fatores que contribuiram com o aumento desta resisténcia,
como o0 uso abusivo de antimicrobianos em seres humanos e animais, e a
eliminacao incorreta dos medicamentos e o tratamento inadequado de esgoto. Para
tentar minimizar o problema, os profissionais da saude, produtores, autoridades de
saude e a companhias farmacéuticas devem implementar medidas adequadas que
diminuam a transmissao da resisténcia, levando em consideracdo a epidemiologia
das bactérias, a interacdo entre seres humanos e animais, 0 uso correto de
antimicrobianos em todas as espécies, aplicacao de principios gerais de controle de
infeccdo, praticas modernas de criacdo e abate de animais, manipulacdo e preparo
adequado dos alimento (WEESE e DUIJKEREN, 2010).

2.3. Uso de antimicrobianos na Medicina Veterinaria

Na Medicina Veterinaria, o primeiro trabalho cientifico relacionado com o uso
de antibiéticos em animais foi pubicado em 1949, onde foi observado o efeito
benéfico do uso de clortetraciclina em niveis subterapéuticos para aves, melhorando
0 seu crescimento e a saude dos animais (GUARDABASSI; KRUSE, 2008).

Desde entdo, tem se utilizado na medicina de animais de companhia,
silvestres e animais de producdo de forma terapéutica, metafilatica, profilatica e
como aditivo melhorador de desempenho animal (ARIAS; DE MAIO CARRILHO,
2012).

Alguns farmacos antibacterianos foram desenvolvidos especificamente para a

saude e producdo animal (tilosina, tiamulina, tilmicosin, ceftiofur, tulatromicina).



23

Porém, na maioria das vezes tém sido utilizados os farmacos que foram
desenvolvidos para o uso em medicina humana (GIGUERE, 2013).

As razfes para o uso de antimicrobianos em Medicina Veterinaria sdo para
promover o bem estar animal, prevencdo da propagacdo epidémica de doencas
infecciosas, melhora no desempenho animal, prevencédo da transferéncia de
zoonoses, seguranca de produtos de origem animal e a prevencdo de doencas
transmitidas por alimentos (UNGEMACH et al., 2006).

Os antibidticos usados como aditivos melhoradores de desempenhos
promove um ganho economico para obter maior produtividade e maior crescimento,
aumentar a eficiencia de utilizacdo da dieta, melhorar a saude e a resisténcia a
doencas e diminuir mortalidade (GONZALES; DE CARVALHO MELLO; CAFE,
2012).

Geralmente os antibidticos utilizados como aditivos na alimentagdo animal
sdo de amplo espectro de acdo sobre bactérias, ttm 0 seu uso restrito a essa
finalidade e possuem baixa absorcao intestinal o que evita a deposi¢cao nos produtos
consumiveis pelo homem (GONZALES; DE CARVALHO MELLO; CAFE, 2012).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é o
orgao responsavel para fiscalizar o uso de aditivos na alimentacdo animal, possui a
Lei 6.198, de 26/12/1974 que regulamenta o uso de aditivos na alimentacéo e
existem varias normativas do MAPA para evitar o uso indiscriminado de antibioticos
na alimentagdo dos animais. Foi criado recentemente o Plano de Ac¢do Nacional
para Prevencdo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (AgroPrevine)
preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e Organizacdo das Nacfes Unidas para a Alimentacao e a
Agricultura (FAO). O AgroPrevine tem como objetivo fortalecer as acgbes de
prevencdo e controle da resisténcia aos antimicrobiano na agropecuaria,
considerando a saude publica, que vai estabelecer a interdependéncia entre a saude
humana, animal e ambiental, utilizando como ferramentas a educacdo sanitéria,
vigilancia e defesa agropecuaria. Ndo pode ser utilizado antibidtico de uso humano e
veterinario para melhorar o desempenho animal. Essa atitude ja esta bem
consolidada no setor privado de carne, leite e ovos (MAPA, 2017).

Muitos paises estdo banindo o uso de antibiéticos para melhoramento de

desempenho na pecuéria. A Unido Européia vetou desde 2006 o uso de antibidticos
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e muitos mercados exportadores tiveram que se adaptar a legislacéo estabelecida
por esse bloco para continuar a exportar (BEZERRA et al., 2017).

Com o banimento completo do uso destes aditivos estima-se que 0S prejuizos
decorrentes seriam de elevado impacto econdmico. Estudo realizado por Salois et
al. (2016) que analisaram quais seriam 0s impactos ambientais e econdmicos diante
da retirada de antibiéticos da producéo de frangos de corte, que concluiram que
essa acado causaria reflexo negativo na conservacdo de recursos naturais, bem
como prejuizo econdmico ao consumidor, pois levaria um aumento no custo de
producdo, tornando maiores 0s precos de aquisicdo de matéria prima para a
producdo de alimentos, retardando o desenvolvimento desses animais pela
diminuicao da converséao alimentar.

Os antibidticos sdo essenciais para tratar doencas infecciosas e manter a
saude animal, e para tentar inibir o uso destes antibiéticos em animais de producao
deve-se investir no controle do sistema de producéo, sanidade e biosseguranca.
Alternativas também podem ser implementadas como a combinacdo de vacinas,
bacteriéfagos aliados a suplementagdo com &cidos organicos, probidticos,
prebibticos, produtos naturais (extratos de plantas, temperos naturais, Oleos
essenciais), enzimas digestivos e complexos minerais organicos (ALLEN et al.,
2013; DIAZ-SANCHEZ et al., 2015). Porém, isso levaria a um aumento no custo final
do produto, além do que a efichcia depende de uma combinacdo entre essas
alternativas (SARTORI et al., 2007).

Uma das preocupacdes € o destino dos antibidticos no ambiente, e
especialmente os antibidticos utilizados na criacdo de animais. Sdo milhares de
toneladas por ano de antibidticos que s@o excretados pela criagdo de animais. Os
medicamentos administrados, 0os seus metabolitos ou produtos de degradacao
atingem o ambiente terrestre e aquatico através de dejetos de animais e humanos
ou substancias que foram utilizadas na agricultura, levando a uma contaminacao
ambiental. Alguns antibiéticos parecem persistir muito tempo no ambiente,
especialmente no solo, enquanto outros degradam muito rapido. Uma das principais
preocupacdes em relacdo ao uso excessivo de antibioticos na produgdo pecuéria é a
potencializagdo dos mecanismos de resisténcia dos antibiéticos e diminuicdo a sua
eficiéncia terapéutica (BINH et al., 2018; COMBER et al., 2018).

Na comunidade cientifica existe uma grande discussdo sobre o uso de

antibioticos na Medicina Veterinaria proporcionarem uma transferéncia de



25

resisténcia para as bactérias emergentes humanas. Muitos autores concordam com
esta afirmacdo (ORDEN GUTIERREZ e DE LA FUENTE LOPEZ, 2001; GIMENO e
ORTEGA, 2005; JECHALKE et al., 2014; COMBER et al., 2018; BINH et al., 2018)
gue esta transferéncia de resisténcia para o homem ocorrria por meio do alimento e
agua. O primeiro relato documentado foi no ano de 1975, com a utilizacdo da
clortetraciclina como aditivo de melhorador de desempenho em frangos, com isso
teve um aumento de Escherichia coli resistentes a tetraciclina nestas aves, e a
mesma resisténcia foi encontrada no trato gastrointestinal da familia que habitava
essa fazenda e que se alimentava destas aves (ROLAIN, 2013). Uma das
justificativas € que o uso de aditivos melhoradores de desempenho exerce forte
pressdo seletiva sobre os patégenos e a microbiota saprofita. Com isso ocorre o
aparecimento de resisténcia através da codificacdo de genes para resisténcia
antimicrobiana pela ag¢do dos transposons e plasmideos. Por meio da anélise
molecular desses genes, foram encontrados elementos idénticos em animais e seres
humanos (GUIMARAES et al., 2010). No estudo realizado por Arias e de Maio
Carrilno do ano de 2012 foi observado que houve transferéncia de patégenos
resistentes aos seres humanos atraves do contato direto com animais ou atraves do
consumo de alimentos ou agua contaminados, ou seja, pode ocorrer esta troca de
microbiota de animais para a microbiota de humanos. Em contrapartida, outros
autores (PHILLIPS et al., 2004; SORENSEN et al., 2001) afirmam que mesmo com a
eliminacdo do uso de antimicrobianos em animais de produc¢do, ndo vai ocorrer a
diminuicdo da resisténcia aos antimicrobianos se continuar o uso de forma
imprudente na terapia da Medicina Humana.

O obstéaculo principal para determinar se as bactérias resistentes provenientes
de fontes animais representam uma ameaca para a saude humana € a dificuldade
na deteccdo de todas as etapas, partindo do animal até a chegada da doenca em
humanos. Esta dificuldade se da pelo fato de que tanto animais quanto os seres
humanos recebem o mesmo tipo de antimicrobianos e sédo colonizados por espécies
bacterianas comuns ou intimamente relacionadas e seus ambientes ndo sé&o
separados (GUARDABASSI; KRUSE, 2008).

Para diminuir o uso indiscriminado dos antibioticos, deve-se ter conhecimento
do perfil de susceptibilidade em isolados humanos e animais para tratamento
adequado, diminuindo o periodo médio internagdo (ROSSI e ANDREAZZI, 2005).
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2.4 K.pneumoniae

Primeira descricao do género Klebsiella foi no ano de 1885 por Trevisan e foi
designado em homenagem ao microbiologista alem&o Edwin Kleb, sendo que em
1887 foi descrita a espécie K. pneumoniae (MARTINEZ E MARTINEZ, 2004).

A K. pneumoniae pertence ao filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae. O
género Klebsiella contém cinco espécies sendo elas a K. alba. K. granulomatis, K.
michiganensis, K. oxytoca, e K. pneumoniae. Esta Ultima foi subclassificada em trés
subespécies: K. pneumoniae subespécie ozaenae, K. pneumoniae subespécie
rhinoscleromatis e a K. pneumoniae subespécie pneumoniae sendo esta a mais
observada em infecgbes em humanos e animais (DWORKIN et al., 2006).

K. pneumoniae € um bacilo Gram negativo, ndo esporulado, aerobio
facultativo, com tamanho aproximado de 0,3 x 1,5 um a 0,4 x 2,0 um. Pode ser
visualizado em células Unicas, pares ou cadeias curtas. Possui a capacidade de
degradar a lactose, ndo possui a enzima citocromo oxidase e nem produz gas
sulfidrico (H2S). Contém a enzima lisina descarboxilase e utiliza o citrato como Unica
fonte de carbono. Nado ha degradacao do triptofano, sendo negativo na prova do
indol, imo6vel e urease positiva. Em meios de cultura para isolamento como no Agar
MacConkey, possui uma caracteristica mucoide (figura 1) devido a grande producéo
de capsula polissacarideo (POEHLEIN; NAJDENSKI; SIMEONOVA, 2017).

Figura 1. Isolamento de K. pneumoniae em agar MacConkey

Fonte: Arquivo pessoal
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Este género encontra-se distribuido no meio ambiente, como rios, esgoto,
solo, vegetacdo, mucosas, principalmente do trato gastrointestinal na maioria dos
animais, incluindo os seres humanos (PEREIRA et al., 2015).

A relacdo deste organismo extracelular com humanos varia desde
colonizagdo até infecgbes. No ambiente hospitalar a principal transmissédo se da por
equipamentos contaminados com sangue, conteudo do trato gastrointestinal dos
pacientes e maos néo higienizadas dos profissionais de saude. Existem muitos
relatos de surtos, principalmente em Unidades Intensivas e Neonatais (NOGUEIRA
et al., 2009).

As infeccOes mais frequentes séo: bacteremias, infecgcbes do trato urinario,
pneumonia, dermatite, rinite crénica atréfica, artrite, enterite, meningite em criancas
e sepse. Os microrganismos usualmente fazem parte da microbiota da pele,
nasofaringe e principalmente o trato gastrointestinal dos individuos (PITOUT;
NORDMANN; POIREL, 2015).

As principais condutras terapéuticas para evitar ou eliminar casos de
K. pneumoniae deve ser cura do paciente, desinfeccdo, sanitizacdo do ambiente
hospitalar e o isolamento de doentes afetados com a bactéria.

Os principais antibioticos utilizados para o tratamento sdo a penicilinas como
a ampicilina, os B-lactamicos associado com outras drogas como a amoxicilina mais
o &cido clavulanico, cefalosporinas de terceira geracdo, 0os monobactamas, 0S
carbapenémicos como o imipenem, os aminoglicosideos, as tetracilinas como a

doxiciclina, as fluorquinolonas, nitrofurantoina, anfenicéis (CLSI, 2016).

2.4.1. Resistencia de K. pneumoniae

As doencas causadas por K. pneumoniae geralmente estéo relacionadas com
o estado imunolégico do hospedeiro (PEREIRA et al., 2015) e sua gravidade muitas
vezes € potencializada devido a capacidade patogénica da cepa capaz de criar um
fendtipo de multirresisténcia ao uso exacerbado de antimicrobianos (SILVA;
LINCOPAN, 2012).

As infec¢des causadas por microrganismos multirresistentes na maioria das
vezes nao respondem a terapia convencional e isso prolonga a duracéo da doenca,
podendo levar a obito (TIAN et al., 2016).
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O mecanismo de resisténcia a B-lactamicos da K. pneumoniae ocorre através
da diminuicdo da expresséo de porinas, aumento da expressdo bombas de efluxo e
producdo de enzimas [B-lactamases que que tem sindo apontada como o principal
mecanismo de resisténcia (JACOBY G. A.; MILLS D. M.; CHOW N., 2004)

As B-lactamases séo classificadas em diferentes formas, baseado no seu
espectro hidrolitico, susceptibilidade a inibidores e sua localizacdo genética. A
producdo de B-lactamase tipo AmpC pode levar a resisténcia a cefoxitina, e de
carbapenemases, como as metalo-B-lactamases (MBL) e carbapenemases tipo KPC
(PEIRANO et al.,2009).

A K. pneumoniae principalmente K. pneumoniae carbapenemase (KPC) é
capaz de provocar resisténcia de até 95% dos antimicrobianos existentes no
mercado farmacéutico, pois produz uma enzima que confere resisténcia a diversas
classes de antibiéticos como aminoglicosideos, fluorquinolonas e principalmente aos
B-lactdmicos, como os carbapenémicos e 0s que produzem [-lactamases de
espectro estendido (ESBL) tornando assim, as op¢des de tratamento muito restritas
(TIAN et al., 2016).

A enzima KPC pode ser diferenciada em KPC-1 a 9: KPC-1 e KPC-2 isolados
em K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmonella entérica e em Enterobacter sp.; KPC-3
em K. pneumoniae e Enterobacter cloacae; KPC-4 foi encontrada em isolados de K.
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa;, KPC-5 foi descrito em cepas de P.
aeruginosa; KPC-6, 7 e 8 isoladas de K. pneumoniae e KPC-9 encontradas em
Escherichia coli (ZANOL, 2017).

As metodologias que sdo utilizadas para a deteccdo da enzima KPC
englobam tanto testes fenotipicos, como moleculares. Dentre métodos fenotipicos
podem ser utilizados os testes de Hodge-modificado, Disco Difusdo e E-tesT, ja os
testes moleculares para pesquisa do gene bla KPC pode ser utilizada as técnicas de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a ribotipagem (CLSI, 2016).

Os diferentes genes de carbapenemase que circulam dentro de K.
pneumoniae sao frequentemente transportados por estruturas moéveis, incluindo
plasmideos e transposons, portanto, podem se espalhar eficientemente para
diferentes membros da familia Enterobacteriaceae, com a presenca do clone de
resisténcia possuem a tenacidade e flexibilidade para acumular e trocar genes de
resisténcia e viruléncia com outras bactérias (PITOUT; NORDMANN; POIREL |,
2015).
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K. pneumoniae destaca-se pela habilidade de desenvolver mecanismos de
resisténcia enzimaticos e sua aquisicdo e associacdo de fatores de viruléncia. Os
componentes principais destes fatores sdo as adesinas, fimbrias, metabolismo de
alantoina, lipopolissacarideo (LPS), sistemas de busca ativa de ferro (sideréforos) e
a cépsula de polissacarideos, sendo a cdpsula de polissacarideos um dos principais
mecanismos que leva a resisténcia em todos os grupos de antimicrobiano (LEE et
al., 2015).

No caso de infeccbes causadas por cepas de K. pneumoniae
multirresistentes, a identificacdo de possiveis surtos deve ser realizada o mais
prontamente possivel, a fim de servir como ferramenta de auxilio nas medidas de
controle de infec¢Bes. Diferentes técnicas moleculares tém sido utilizadas para se
definir o diagndstico, sendo uma delas a determinacdo da relacdo clonal entre as
cepas encontradas em diferentes partes do mundo (PITOUT; NORDMANN; POIREL,
2015).

Os fatores de viruléncia apresentado por determinados isolados podem estar
associados a prevaléncia de um determinado clone ou grupo clonal (PEREIRA et al.,
2015).

Devido a importancia da K. pneumoniae, tanto na Medicina Veterinaria e
Humana, sdo necessarios estudos que investiguem o perfil de susceptilidade a
antimicrobianos para averiguar a multirresisténcia desta bactéria dentro do Estado
de Mato Grosso.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Aprovacgdes e declaragdes éticas:

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob
namero 23108.236834/2017-13 (Anexo A).

3.2 Isolados

Os isolados foram oriundos de amostras biolégicas recebidos e processados

no Laboratério de Microbiologia do Hospital Veterinario da UFMT em 2016 e 2017.
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Um total de 67 isolados foram obtidos de diferentes sitios de isolamento de animais
domésticos e silvestres tanto de vida livre e cativeiro (Apéndice A).

Os materiais foram semeados em Agar sangue ovino a 8% (Sigma-Aldrich) e
Agar MacConkey (Neogen Corporation), em aerobiose, incubadas a 37°C por até 72
horas, sendo feito a leitura das placas em 24, 48 e 72 horas. A identificacdo das
colonias foi realizada de acordo com Quinn et al. (1994), através de morfologia,
coloracdo de Gram, prova da catalase, teste de oxidase e séries bioquimicas como o
Triplo Sugar Iron (TSI), Sulfeto Indol Motilidade (SIM), Teste OF (GOF), Citrato,
Manitol, Inusitol e Uréia.

3.3 Extracdo de DNA

ApoOs isolamento e a identificacdo da colbnia, foi extraido o DNA genémico
dos isolados através da inoculacdo de uma coldnia em Caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI) e incubado sob agitacdo a 37°C overnight. ApGs centrifugacéo o
precipitado foi ressuspenso em 1mL tampao de lise (100mM NaCl, 25mM EDTA,
100mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5% SDS, 0,1mg Proteinase K), e foi tratado pelo método
de fenol-cloroférmio de acordo com o Sambrook e Russel (2004). Os tubos foram
agitados em voértex e centrifugados a 10.000 X g por 5 min. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo e adicionada um volume de isopropanol gelado e acetato
de sodio 0,3 M. O DNA foi coletado por centrifugacdo a 10.000 X g por 5 min,
descartado o sobrenadante e foi lavado com etanol 70%. O DNA foi novamente
coletado por centrifugacédo a 10.000 X g por 5 min e o sobrenadante foi descartado.
O DNA foi ressuspenso com 50 ul de agua ultra pura. A integridade e qualidade do
DNA extraido foram verificadas por eletroforese a 100V por 40min em gel de
agarose 1,5% corado com Gel Red (Biotium) e foi visualizada no ChemiDocTM XRS
utilizando o software ImageLab™®. O material foi armazenado a -20°C até a

utilizag&o nos testes moleculares.
3.4 Reacédo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
Os DNAs extraidos foram submetidos a PCR para o0 gene 16 S Ribossomal

Acido Ribonucleico (16S rRNA) para confirmacdo da espécie. A sequéncia de
oligonucleotideos utilizada foi 27 Forward: AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
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(LANE, 1991) e 1492 Reverse: GGT TAC CTT GTT ACG ACT T (TURNER et al.,
1999) que amplifica um fragmento de 1512 pares de base (pb).

Cada reacéao foi composta de 10ng de DNA genbmico, 0,4 pmol de cada
oligonucleotideo, 0,2mM de deoxynucleoside triphosphates (ANTPs), 3mM de MgCl.,
1x PCR buffer 10x (200mM Tris-HCL pH 8.4 e 500mM KCI), 1U de taqg DNA
polimerase (Invitrogen) e completar com agua ultrapura para volume final de 25 pL.
As reacdes foram amplificadas em um termociclador My Cycler™ (Biorad) com
desnaturacao inicial de 5 minutos a 95°C, sucedido de 35 ciclos de desnaturagdo por
45 segundos a 95°C, hibridizacdo por 1 minuto a 52°C e 1 minuto e 30 segundos a
72°C de extensdo, sendo concluida com um ciclo de extenséo final a 72°C por 7
minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,0%, corado com Gel Red™ (Biotium®) a 10 Vicm e Vvisualizados em

bTIVI

fotodocumentador ChemiDoc™ XRS utilizando o software Image Lab™. O marcador

de massa molecular empregado foi o Lambda/Hind Il (Ludwig).

3.5 Sequenciamento do DNA

Posteriormente, o produto obtido pela PCR foi purificado com o Kit
ExoProStar™S (GE Healthcare Life Sciences illustra™) e foi utilizado na reacéo de
sequenciamento, juntamente com o BigDye Terminator Ready Reaction Cycle
Sequencing (Applied Biosystems) no sequenciador automatico ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias foram confrontadas com o banco de
dados do GenBank usando o] BLAST no servidor NCBI
(http:www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST), sendo selecionados os isolados que tiveram
identidade de no minimo 97% (STACKEBRANDT e GOEBEL, 1994) com a K.
pneumoniae para a realizagao do teste de susceptibilidade.

3.6 Teste de difusdo em disco

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de
difusdo em disco como descrito pelo Bauer e Kirb (1966), sendo testadas 11
categorias de antibidticos; os [(-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos), aminoglicosideo, quinolonas, anfenicol, tetraciclicos, polimixina,

nitroimidazol, nitrofuranos e sulfonamidas. Os discos testados foram: ampicilina
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(10pg), amoxicilina (10upg), amoxicilina com acido clavulanico (30ug), amicacina
(30ug), gentamicina (10ug), neomicina (30ug), cefalexina (30ug), ceftiofur (30ug),
enrofloxacina (5ug), ciprofloxacina (5ug), marbofloxacina (5ug), imipinem (10ug),
meropenem (10pg), cloranfenicol (30ug), doxiciclina (30ug), colistina (10ug),
metronidazol (50ug), nitrofurantoina (300ug), sulfonamidas (300ug) e sulfonamidas
com trimetoprim (25ug). Foram classificados de acordo com os critérios do Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI (2016) sendo que 0s que apresentaram

como parcialmente sensiveis foram agrupados como resistentes.

3.7 Analise de perfil de multirresisténcia

Os isolados foram classificadas quanto ao perfil de resisténcia como descrito
por Magiorakos et al. (2012), na qual é definida como bactéria multirresistente a
drogas (MDR) quando possui resisténcia a um ou mais agente em trés ou mais

classes de antimicrobianos.

3.8 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e analisados de forma descritiva e pelo

método de distribuicdo de frequéncia percentual.

4 RESULTADOS

4.1 Isolados

Foram confirmadas 67 amostras como K. pneumoniae pelo sequenciamento,
sendo 58% (39/67) isoladas de animais domésticos e 42% (28/67) de animais
silvestres (Tabela 4). A distribuicdo entre as espécies animais foram caninos 41%
(16/39), equinos 21% (8/39), bovinos 18% (7/39) felinos 13% (5/39), suinos 5%
(2/39) e roedor 2% (1/39)(Tabela 4).



Tabela 4. Frequencia de K. pneumoniae isoladas dos animais domesticos e

silvestres oriundos de Cuiaba - 2017
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Macaco prego

Sapajus apela

Cachorro do mato

Cerdocyon thous

Hospedeiro Hospedeiro Total
(Nome popular) (Nome cientifico)
Canina Canis lupus familiaris 16
Equina Equus caballus 8
Domésticos Bovina Bos taurus 7
(n=39) Felina Felis catus 5
Suina Suis scrofa domesticus 2
Roedor Rattus norvegicus 1
Tucano-toco Ramphastos toco 2
Gavido-caboclo Buteogallus meridionalis 1
Arara-canindé Ara ararauna 3
Roselha do leste Platycercus euimius 1
Arara azul Anodorhynchus hyacinthinus 6
Urutau Nyctibius griséus 2
Pato do mato Cairina moschata 1
. Papagaio verdadeiro Amazona aestiva 1
Silvestres Z — -
(n=28) _ Soco . Tigrisoma Iln_eatum 1
JibGia-constritora Boa constrictor 1
Jacaré Caiman yacare 1
Onca parda Puma concolor 1
1
2
2
1
1

Quati Nasua nasua
Tamandua bandeira Myrmecophaga tridactyla
Anta Tapirus terrestres

Os isolados foram obtidos de diferentes sitios de isolamento, sendo 22 locais
diferentes: urina 16% (11/67), pulmdo 13% (09/67), fezes 12% (08/67), suabe
otolégico 7% (05/67), suabe cavidade oral 6% (04/67), suabe ocular 6 % (04/67),
figado 4% (03/67), lesdo de membro ulcerativa 4% (03/67), saco aéreo 4% (03/67),
pele 4% (03/67), lavado traqueobrénquico 3% (02/67), intestino 3% (02/67), coragao
1% (01/67), encéfalo 1% (01/67), inglavio 1% (01/67), leite 1% (01/67), liquido
articular 1% (01/67), liquido toracico 1% (01/67), liquido abdominal 1% (01/67),

placenta 1% (01/67), suabe de cloaca 1% (01/67) e suabe nasal 1% (01/67).
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4.2.1. Método de Disco Difusdo em agar

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
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No teste de disco difusdo em agar, foram observados altos percentuais de

resisténcia aos antimicrobianos testados de acordo com os critérios do CLSI 2016

(Tabela 5).

Tabela 5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, através de difusdo em &gar,
de isolados de K. pneumoniae obtidos de animais domésticos e silvestres.

Antimicrobianos D Retgisténcig_*l (%)t Total
: omeésticos ilvestres ota
Categorias Agente (n=39) (n=28) (n=67)
Amoxicilina 92% (36/39) | 93%(26/28) | 93%(62/67)
- 5
Bpf’ar::'tca'l'r:‘l?zs AMC 44% (17/39) | 50% (14/28) (;Sb("?)
Ampicilina 92% (36/39) | 96%(27/28) | 94%(63/67)
Cefalosporinas Cefalexina 44% (17/39) | 64%(18/28) | 51%(34/67)
B- lactamicos Ceftiofur 49% (19/39) | 61%(17/28) | 51%(34/67)
Carbapenémicos Meropenem 5% (2/39) 0% (0/28) 3%(2/67)
B- lactamicos Imipenem 3% (1/39) 11% (3/28) 6%(4/67)
Amicacina 20% (7/39) | 14% (4/28) | 16%(11/67)
Aminoglicosideos | Gentamicina | 38% (15/39) | 36%(10/28) | 37%(25/67)
Neomicina 69% (27/39) | 75%(21/28) | 72%(48/67)
Enrofloxacina | 62% (24/39) | 75%(21/28) | 67%(45/67)
Quinolonas Ciprofloxacina | 49% (19/39) | 46%(13/28) | 48%(32/67)
Marbofloxacina | 54% (21/39) | 61%(17/28) | 57%(38/67)
Fenicol Cloranfenicol | 51% (20/39) | 68%(19/28) | 58%(39/67)
Polimixina Colistina 87% (34/39) | 93%(26/28) | 93%(62/67)
Tetraciclicos Doxiciclina 44% (17/39) | 79%(22/28) | 43%(29/67)
Nitroimidazol Metronidazol | 95% (37/39) | 100%(28/28) | 97%(65/67)
Nitrofuranos Nitrofurantoina | 82% (32/39) | 96% (27/28) | 88%(59/67)
Sulfonamidas Sulfonamidas | 97% (38/39) | 96% (27/28) | 93%(62/67)
SUT 44% (17/39) | 36% (10/28) | 40%(27/67)

Legenda: AMC:
Colistina: Polimixina E

Amoxicilina  +

Acido

clavulanico;

SUT:

*Os isolados classificados como intermediério foram agrupados juntamente com os resistentes.

Em destaque???

Sulfonamida+Trimetoprima;

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade dos isolados do estudo, tanto em

animais domésticos como silvestres foi observada alta resisténcia a metronidazol
97% (65/67), ampicilina 94% (63/67), amoxicilina 93% (62/67), sulfonamidas 93%
(62/67) , colistina 93% (62/67) e nitrofurantoina 88% (59/67). Os que apresentaram
menor taxa de resisténcia foram: meropenem 3% (2/67), imipenem 6% (4/67) e
amicacina 16% (11/67) (Tabela 5).
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4.2.2. Analise de perfil de multirresisténcia

Os critérios utilizados para andlise do perfil de multirresisténcia foram de
acordo com Magiorakos et al., (2012). No total foram 11 -categorias de
antimicrobianos e as amostras foram classificadas quanto ao perfil de resisténcia.

Todos os isolados de K. pneumoniae demostraram um fenétipo de

multirresisténcia a drogas (MDR).

5 DISCUSSAO

Um dos maiores problemas na salde publica é o aumento de cepas
multirresistentes a antimicrobianos e dentre as bactérias pertencentes a este grupo,
estd a K. pneumoniae, que pode pertencer a microbiota do trato intestinal de animais
e humanos (Bl et al., 2017).

A ocorréncia de K. pneumonie neste estudo foi maior em animais domésticos,
principalmente caes, provavelmente devido ao maior numero de amostras recebidas,
no entanto, foi observado alta frequéncia de isolados de aves silvestres. Existe relato
de estudo envolvendo gavides carijés, onde foi coletado suabe cloacal de nove
animais saudaveis para estudo de microbiota e foi identificada K.
pneumoniae com perfil de alta resisténcia(DE ARAUJO SILVA et al., 2016). Em aves
esta bactéria esta envolvida em processos mdrbidos (CUBAS, SILVA e CATAO-
DIAS, 2006), e séo identificadas como causadora de enterites (CARRER E
KORNFELD, 1999), podendo levar a 6bitos (MELVILLE et al., 2004).

As principais infec¢gdes que a K. pneumoniae causam em humanos sao
urinarias, pulmonares e enterites (PEREIRA et al., 2015; VERDI et al., 2016), como
foi observado nos isolados deste estudo.

Observamos em animais domésticos e silvestres a alta taxa de resisténcia
antimicrobiana em isolados de K. pneumoniae, principalmente aos (- lactamicos
como a amoxicilina e ampicilina por terem capacidade de produzir enzimas
hidroliticas, que inativam os antimicrobianos da classe, sendo o mecanismo de
resisténcia bacteriana mais importante, em isolados humanos também possui o
mesmo perfil de resisténcia alta (SFACIOTTE; VIGNOTO.; WOSIACKI, 2014,

OGALO et al., 2016). No entanto, dentro deste mesmo grupo quando se utilizou a
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associacao de penicilina com inibidor da B-lactamase encontramos um aumento de
sensibilidade.

Os isolados apresentaram altas taxas de resisténcia para o metronidazol, o
que divergiu comparado com isolados de humanos (NAKANO et al.,, 2011). O
metronidazol € muito utilizado na Medicina Veterinaria em animais de companhia em
razdo de sua excelente atividade contra microorganismos anaerébicos e
protozoarios, e isso pode ter levado a aquisicdo de mecanismos de resisténcia a
esse antibiético (DECHAN, 1997).

A resisténcia a sulfonamidas encontra-se amplamente disseminada em
bactérias isoladas de animais, refletindo o uso indiscriminado destas drogas ao
longo de anos como melhoradores de desempenho animal, controle de infecbes e
tratamento. Isso limitou muito a eficacia deste farmaco no tratamento de doencas
bacterianas de animais, assim sdo poucas as indicagbes para uso primario
(GUARDABASSI; KRUSE, 2008; ARIAS; DE MAIO CARRILHO, 2012; BEZERRA et
al., 2017).

Atualmente na medicina humana a polimixina B e E séo utilizadas como
opcdo terapéutica em infeccbes causadas por bactérias multirresistentes,
principalmente as Gram negativas. Apesar de as taxas de resisténcia as polimixinas
serem consideradas baixas na medicina humana, ja existem relatos de resisténcia a
esses antibidticos, principalmente a colistina em isolados de K. pneumonia
(JEANNOT; BOLARD; PLESIAT, 2017; HERNANDEZ et al., 2018). Em isolados de
animais ja apresenta altas taxas de resisténcia por ser ter sido muito utilizada como
melhoradores de desempenho em animais de producdo, como aditivo da
composicdo na racdo para aves, bovino e suino, tendo hoje seu uso proibido para
animais de produgédo (MAPA, 2017).

Em isolados de animais silvestres e domésticos foram observadas altas taxas
de resisténcia em nitrofurantoina, isso também se deve ao uso indiscriminado deste
antibiético como aditivos melhoradores de desempenho em animais de producéo, o
que pode ter levado a contaminacdo ambiental e aquisicdo de resisténcia pelas
bactérias a esse farmaco (BEZERRA et al.,, 2017; BINH et al., 2018). Em
contrapartida, na medicina humana, esse antimicrobiano voltou a ser utilizado, por
ser bactericida de amplo espectro. Com o0 aumento continuo da resisténcia aos
antibidticos em bactérias Gram negativas produtoras de (-lactamases de espectro

estendido (ESBL) e a disponibilidade limitada de novos antibidticos, o uso da
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nitrofurantoina tem sido reavaliado, principalmente para o tratamento de infec¢des
do trato urindrio, e tem apresentado eficiéncia contra a maioria dos isolados de K.
pneumoniae (HUTTNER et al., 2015; FRANSEN et al., 2017; SEIFU e GEBISSA,
2018).

Dentro dos aminoglicosideos a amicacina apresentou maior perfil de
sensibilidade, e € o que tem menor potencial para induzir a resisténcia bacteriana,
pois a K. pneumoniae possui pouca deteccdo do gene metilase que € o principal
mecanismo de resisténcia a esse farmaco, por isso sdo muito utilizados para o
tratamento de infec¢gdes nosocomiais (BENNETT; DOLIN; BLASER, 2014; DE
ARAUJO SILVA et al., 2016; JAJIC et al., 2017; ZHENG et al.,2018).

Os carbapenémicos apresentaram baixa taxa de resisténcia, pois esta classe
ainda é pouco utilizada na Medicina Veterinaria. S&o utilizados em animais de
companhia, em infec¢cdoes graves (MONTEANI-FERREIRA et al., 1999; HARADA et
al., 2015; ROPSKI et al., 2017). Ja os isolados de humanos tem apresentado alta
taxa de resisténcia pela presenca enzima carbapenemase (KPC) como descrito
pelos autores (PEREIRA et al., 2015; ESPOSITO et al., 2017; JAJIC et al., 2017;
CHEW,; LIN; TEO, 2017).

O aumento de cepas multirresistentes a antibiéticos de isolados humanos de
K.pneumoniae tem sido descritos em varios estudos (JEANNOT et al., 2017; WANG
et al., 2018; Hernadndez et al.,, 2018), neste estudo todos os isolados foram
classificados como multirresistentes. Portanto deve ocorrer o monitoramento da
resisténcia aos medicamentos das cepas multirresistentes.

Em um estudo realizado por Kolpa e colaboradores (2018) foi analisado o
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos em uma Unidade de Tratamento
Intensivo (UTI) humana no sul da Polonia, onde foram estudados 510 isolados de
pacientes de diversos quadros clinicos, como pneumonia, infec¢cdo sanguinea,
infeccdo do trato urinario, enterites, infecgcdo no local cirargico, infeccdo da pele e
tecidos moles, e outras infec¢bes. Dos 35 isolados de K. pneumoniae, 42% foram
classificados como MDR.

Existem muitos estudos descrevendo que o uso de antibiéticos na Medicina
Veterinaria proporciona uma transferéncia de resisténcia para as bactérias
emergentes humanas, pois muitas classes destes farmacos que sdo usadas em
animais também sédo empregadas em seres humanos (KEMPER, 2008; ARIAS; DE
MAIO CARRILHO, 2012; BINH et al., 2018; COMBER et al., 2018). Varios
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questionamentos tém sido feitos em relacdo ao risco para a saude publica pelo uso
exacerbado de farmacos na producdo animal e na agricultura (ARIAS e DE MAIO
CARRILHO, 2012).

De acordo com Gandolfi-Decristophorus et al. (2013), Seiffert et al. (2013),
Jechalke et al. (2014) e Nobrega et al. (2016), existe esta associacdo e ja foi
relatada a transferéncia de material genético entre espécies, uma vez que isolados
de humanos e animais apresentam similaridades genéticas (GUENTHER et al.,
2012). Porém, Phillips et al. (2004) afirmam que maior causa de resisténcia em
medicina humana advém de tratamento mal conduzido, que a influéncia de terapias
em animais sdo minimas e as bactérias isoladas de animais nao persistem em seres
humanos. Mesmo com a eliminacdo do uso de antimicrobianos em animais, nao
reduzird a multirresisténcia das bactérias na medicina humana se o uso de forma
imprudente nas terapias continuar (SMITH et al., 2002).

Foi realizado um estudo em varios paises da Unido Européia relacionado a
susceptibilidade antimicrobiana de isolados intestinais de Escherichia coli,
Salmonella spp, Campylobacter spp e Enterococcus spp de frangos, suinos e
bovinos e constatou-se uma variagdo na resisténcia entre antimicrobianos, bactérias,
hospedeiros e paises. Observou-se uma baixa ou auséncia de resisténcia em
isolados de Escherichia coli, Campylobacter spp, Enterococcus spp e Salmonella
spp a novos antimicrobianos usados em humanos, restritos a uso hospitalar,
enquanto que resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados na Medicina
Veterinaria e mais antigos como ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol-
trimetoprima apresentou-se alta. Concluiu-se que o0s antimicrobianos utilizados
somente na Medicina Humana apresentaram baixa ou nula taxa de resisténcia (DE
JONG et al., 2009) como foi observada no nosso estudo.

Um dos problemas na atualidade é o uso e a prevaléncia ambiental de
produtos farmacéuticos ativos, que sdo detectados em todo meio ambiente como
agua, solo, sedimentos, esgotos e lamas (KASPRZYK-HORDERN et al.,, 2008;
ZORITA et al.,, 2009; WAHLBERG et al., 2011; JONES et al., 2014; LEES et al.,
2016 ). A presenca de antibiéticos no meio ambiente é uma preocupacao seria por
poder levar ao surgimento de resisténcia. De acordo com o Martinez (2004), as
atividades comerciais e o transporte entre paises podem levar a presenca de
bactérias resistentes em populacdbes humanas e animais, incluindo espécies

silvestres e aves que néo receberam antimicrobianos. Foi relatada por Carneiro e
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colaboradores (2007) a presenca de residuos de compostos farmacéuticos em
peixes para o consumo humano. Neste estudo foram observadas altas taxas de
resisténcia mesmo em animais silvestres de vida livre que nao haviam sido
medicados, que provavelmente adquiriram estas bactérias multirresistentes pela
contaminagcdo ambiental (KEMPER, 2008; JECHALKE et al., 2014; BINH et al.,
2018).

O conhecimento prévio sobre perfil de resistencia do microrganismo causador
da infeccdo é de suma importancia para iniciar uma terapia correta e com a dose
suficiente para atingir o patdégeno. Essa conduta pode reduzir os erros nos
tratamentos e evitar aquisicdo de resistenica por parte de tratamentos mal
consuzidos (CLSI, 2016). Os resultados do presente estudo reforcam a importancia
do antibiograma como parametro para tratamento eficiente, visto que o tratamento

empirico pode levar a resisténcia antimicrobiana.

6 CONCLUSAO

A K. pneumoniae se torna cada vez mais uma ameaca a saude publica, pela
alta taxa de resisténcia a antimicrobianos observada nos isolados de animais
domésticos e silvestres, sendo uma importante fonte para transferéncia cruzada de
genes de resisténcia. Neste estudo se evidenciou a ocorréncia de isolados MDR
com alta taxa de resisténcia a metronidazol, ampicilina, amoxicilina, sulfonamidas,
colistina e nitrofurantoina em isolados de animais domésticos e silvestres. Estes
animais podem ser uma fonte de isolados resistentes aos principais antimicrobianos
utilizados em medicina humana.

Sao necesséarias medidas de controle da disseminacdo de resisténcia a
antimicrobianos sendo uma das formas para diminuir o uso indiscriminado dos
antibiéticos, a realizacdo de cultura e antibiograma para tratamento mais eficaz, com

administragdo em doses corretas por tempo adequado.
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APENDICE A- Isolados e confirmados de Klebsiella pneumoniae.

Isolados Espécie Sitios de isolamento
Canis lupus familiaris L
1 (Cachorro doméstico) Suabe otologico
Canis lupus familiaris L
2 (Cachorro doméstico) Suabe otologico
Canis lupus familiaris L
3 (Cachorro doméstico) Suabe otologico
Canis lupus familiaris L
4 (Cachorro doméstico) Suabe otologico
5 Canis lupus familiaris Urina
(Cachorro doméstico)
6 Canis lupus familiaris Urina
(Cachorro domeéstico)
~ Canis lupus familiaris Urina
(Cachorro domeéstico)
3 Canis lupus familiaris Urina
(Cachorro doméstico)
9 Canis lupus familiaris Urina
(Cachorro doméstico)
Canis lupus familiaris :
10 (Cachorro doméstico) Urina
Canis lupus familiaris .
11 (Cachorro doméstico) Urina
12 Canis lupus familiaris Pele
(Cachorro doméstico) (secrecdo interdigital)
Canis lupus familiaris
13 (Cachorro doméstico) Suabe ocular
Canis lupus familiaris
14 (Cachorro doméstico) Suabe ocular
Canis lupus familiaris - L
15 (Cachorro domeéstico) Liquido toracico
Canis lupus familiaris
16 (Cachorro domeéstico) Fezes
17 Felis catus (Gato doméstico) Urina
18 Felis catus (Gato doméstico) Urina
19 Felis catus (Gato doméstico) Suabe otoldgico
20 Felis catus (Gato domeéstico) Liquido da qawdade
abdominal
21 Felis catus (Gato domeéstico) Fezes
22 Suis scrofa domesticus (porco domestico) Pulméo
23 Suis scrofa domesticus (porco doméstico) Pulméo
24 Bos taurus (Boi) Leite
25 Bos taurus (Boi) Liquido articular
26 Bos taurus (Boi) Fezes
27 Bos taurus (Boi) Suabe ocular
28 Bos taurus (Boi) Suabe ocular




Isolados Espécie Sitios de isolamento

29 Bos taurus (Boi) Figado

30 Bos taurus (Boi) Pulméo

31 Equus caballus (Cavalo) Lavaglo .

traqueobronquico
32 Equus caballus (Cavalo) Lavaglo .
traqueobronquico

33 Equus caballus (Cavalo) Intestino

34 Equus caballus (Cavalo) Intestino

35 Equus caballus (Cavalo) Figado

36 Equus caballus (Cavalo) Pulmao

37 Equus caballus (Cavalo) Urina

38 Equus caballus (Cavalo) Placenta

39 Rattus norvegicus (Rato) Pele

40 Ramphastos toco (Tucano-toco) Cavidade oral

41 Ramphastos toco (Tucano-toco) Pulmao (abscesso)

42 Buteogallus meridionalis (Gavido-caboclo) Saco aéreo

43 Ara ararauna (Arara-canindé) Inglavio

44 Ara ararauna (Arara-canindé) Pulméo

45 Ara ararauna (Arara-canindé) Saco aéreo

46 Platycercus euimius (roselha do leste) Pulméo

47 Anodorhynchus hyacinthinus (Arara azul) Cavidade oral
(caseum)

48 Anodorhynchus hyacinthinus (Arara azul) Encéfalo

49 Anodorhynchus hyacinthinus (Arara azul) Figado

50 Anodorhynchus hyacinthinus (Arara azul) Lesao me_mbro
posterior

51 Anodorhynchus hyacinthinus (Arara azul) Lesao me_mbro
posterior

52 Anodorhynchus hyacinthinus (Arara azul) Lesao me_mbro
posterior

53 Nyctibius griseus (urutau) Saco aéreo

54 Nyctibius griseus (urutau) Pulméo

55 Cairina moschata (pato do mato) Cavidade oral

56 Amazona aestiva (papagaio verdadeiro) Pulméo

57 Tigrisoma lineatum (Socd) Suabe cloacal

58 Boa constrictor (Jibdia-constritora) Pele

59 Caiman yacare (Jacaré) Coracao

60 Puma concolor (Onga parda) Urina

61 Sapajus apella (Macaco prego) Fezes

62 Cerdocyon thous (cachorro do mato) Fezes

63 Cerdocyon thous (cachorro do mato) Cavidade oral

64 Nasua nasua (Quati) Fezes

65 Nasua nasua (Quati) Fezes

66 Myrmecophaga trida_ctyla (Tamanduéa Suabe nasal

bandeira)
67 Tapirus terrestres (Anta) Fezes
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) is an opportunistic pathogen responsible for several
types of nosocomial infections and is considered a multiresistant microorganism. As they are
rich in domestic and wild animals with antimicrobial susceptibility profile of K. pneumoniae,
the objective of this work was to evaluate the profile of their increase of antimicrobial
resistance within Veterinary Medicine. A total of 67 K. pneumoniae isolates from different
lesion sites of domestic (39/67) and wild (28/67) animals, confirmed by sequencing of the
16S rRNA gene. The highest percentage of K. pneumoniae isolation was from urine isolates
with 16% (11/67), lung 13% (09/67) and faeces 12% (08/67). There is no susceptibility
profile with tested 11 categories of antibiotics, being a higher resistance rate to metronidazole
97% (65/67), ampicillin 94% (63/67), amoxicillin 93% (62/67), sulfonamides 93% (62/67),
colistin 93% (62/67) and nitrofurantoin 88% (59/67). Those with the lowest resistance taxa:
meropenem 3% (2/67), imipenem 6% (4/67) and amikacin 16% (11/67). All isolates
demonstrated a multidrug resistance phenotype, being considered multiresistant bacteria
(MDR). The result of this study reinforces that the animals are reservoirs of multiresistant K.

pneumoniae.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, multiresistance, susceptibility profile, MDR.
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RESUMO

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) é um patdgeno oportunista responsavel por diversos
tipos de infecgbes nosocomiais e é considerado um microrganismo multirresistente. Como
possuem poucos relatos em animais domésticos e silvestres de perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos de K. pneumoniae, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil e 0 seu
aumento das resisténcias a antimicrobianos dentro da Medicina Veterinaria. Um total de 67
isolados de K. pneumoniae provenientes de diferentes sitios de lesdo de animais domésticos
(39/67) e silvestres (28/67), foram confirmados por sequenciamento do gene 16S rRNA. O
maior percentual de isolamento de K. pneumoniae foi de isolados de urina com 16% (11/67),
pulméo 13% (09/67) e fezes 12% (08/67). No perfil de susceptibilidade foram testados 11
categorias de antibidticos, sendo a maior taxa de resisténcia ao metronidazol 97% (65/67),
ampicilina 94% (63/67), amoxicilina 93% (62/67), sulfonamidas 93% (62/67), colistina
93%(62/67) e nitrofurantoina 88% (59/67). Os que apresentaram menor taxa de resisténcia
foram: meropenem 3% (2/67), imipenem 6% (4/67) e amicacina 16% (11/67). Todos 0s
isolados demostraram um fendtipo de multirresisténcia, sendo 100% (67/67) consideradas
bactérias multirresistentes (MDR). O resultado deste estudo reforca que os animais séo

reservatorios de K. pneumoniae multirresistentes.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae, multirresisténcia, perfil de susceptibilidade, MDR.

INTRODUCAO

As infecgbes clinicas causadas por bactérias multirresistentes tem causado grande
preocupacdo mundial, sendo considerado um grave problema médico-social. Estéo
comumente associadas as falhas em terapias, aumento dos custos dos tratamentos e na
morbidade e mortalidade de pacientes (PEREIRA et al., 2015).

Uma diversidade de patdgenos pode estar relacionada a etiologia dessas infecgdes.
Dentre as bactérias Gram-negativas, responsaveis por grande parte das infeccbes nosocomiais
resistentes, a Klebisiela pneumoniae (K. pneumoniae), pertencente a familia
Enterobacteriaceae, destaca-se pela habilidade de desenvolver mecanismos de resisténcia
enziméticos e sdo consideradas grandes responsaveis por diferentes doencas infecciosas
(KOLPA et al., 2018).

As doencas causadas por K. pneumoniae geralmente estdo relacionadas com o estado

imunolégico do hospedeiro e sua gravidade muitas vezes é potencializada devido a
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capacidade patogénica da cepa capaz de criar um fenodtipo de multirresisténcia ao uso
exacerbado de antimicrobianos (PEREIRA et al., 2015).

Estudos de resisténcia de isolados de origem animal sdo escassos no Brasil, desta
forma, o objetivo deste estudo foi investigar o perfil de susceptibilidade a antimicrobiana da

K. pneumoniae isolados em animais domeésticos e silvestres.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais - Universidade Federal de Mato Grosso (CEUA-UFMT), sob o nimero de
protocolo 23108.236834/2017-13.

Os isolados foram oriundos de materiais recebidos e processados no Laboratério de
Microbiologia do Hospital Veterinario da UFMT de diferentes sitios de lesGes de animais
domeésticos e silvestres, sendo no total 67 isolados de amostras coletadas em 2016 e 2017.

Os materiais foram semeados em Agar sangue ovino 8% (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemanha) Agar MacConkey (Neogen Corporation, Sdo Paulo, Brasil), em aerobiose,
incubadas a 37°C por até 72 horas, sendo feito a leitura das placas em 24, 48 e 72 horas. A
identificacdo das coldnias foi realizada de acordo com Quinn et al. (1994), através de
morfologia, coloracdo de Gram, prova da catalase, teste de oxidase e série bioquimica (Triplo
Sugar Iron- TSI, Sulfeto Indol Motilidade- SIM, Teste OF- GOF, Citrato, Manitol, Inusitol e
Uréia).

Apbs o isolamento, DNA gendmico dos isolados foi extraido através da inoculacdo de
uma coldnia em Caldo Infuséo de Cérebro e Coracao (BHI - Himedia Labs. Mumbai, India) e
incubado sob agitacdo a 37°C overnight, realizado pelo método fenol-cloroférmio de acordo
com Sambrook e Russel (2001).

Os DNAs extraidos foram submetidos a PCR do gene 16S rRNA A sequéncia de
oligonucleotideos utilizada foi 27F: AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG (LANE, 1991) e
1492R: GGT TAC CTT GTT ACG ACT T (TURNER et al., 1999) que amplifica um
fragmento de 1512 pares de base (pb).

Cada reacdo foi composta de 10ng de DNA, 0,4 pmol de cada oligonucleotideo,
0,2mM de deoxynucleoside triphosphates (ANTPs, Sigma-Aldriche), 3mM de MgCl,, 1x PCR
buffer, 1U de taqg DNA polimerase (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
Califérnia, EUA) e &gua ultrapura q.s.p. para volume final de 25 pL. As reagdes foram
amplificadas em um termociclador My Cycler™ (Biorad, Califérnia, EUA) com desnaturacéo
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inicial de 5 minutos a 95°C, sucedido de 35 ciclos de desnaturagdo por 45 segundos a 95°C,
hibridizacdo por 1 minuto a 52°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C de extensdo, sendo
concluida com um ciclo de extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram
fracionados em gel de agarose 1,0%, corado com Gel Red™ (Biotium®, UK) a 10 V/cm e
visualizados em fotodocumentador.

Posteriormente, o produto obtido pela PCR foi purificado e sequenciado, no
sequenciador automatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Foster,CA, USA),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. As sequéncias foram comparadas com o
banco de dados do GenBank usando o BLAST no servidor NCBI
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), sendo selecionados os isolados que tiveram identidade
de no minimo 97% com a K. pneumoniae para a realizacdo do teste de susceptibilidade.

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusdo
em disco como descrito pelo Bauer e Kirb (1966), sendo testadas 11 categorias de antibi6ticos
como os PB-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos), aminoglicosideo,
quinolonas, fenicol, tetraciclicos, polimixina, nitroimidazol, nitrofuranos e sulfonamidas. Os
discos testados foram: ampicilina(10ug), amoxicilina(10pug), amoxicilina com acido
clavulanato(30pg), amicacina(30ug), gentamicina(10ug), neomicina(30pg), cefalexina(30ug),
ceftiofur(30ug), enrofloxacina(5ug), ciprofloxacina(5ug), marbofloxacina(5ug),
imipinem(10pg), meropenem(10ug), cloranfenicol(30ug), doxiciclina(30ug), colistina(10ug),
metronidazol(50ug), nitrofurantoina(300ug), sulfonamidas(300pg) e sulfonamidas com
trimetoprim(25ug). Foram classificados de acordo com os critérios do Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI (2016) sendo que 0s que apresentaram como
parcialmente sensiveis e resistentes foram agrupados como resistentes.

Os isolados foram classificadas quanto ao perfil de resisténcia como descrito pelo
Magiorakos et al. (2012), na qual é definida como bactéria multirresistente a drogas (MDR)

guando possui resisténcia a um ou mais agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos.

RESULTADOS

Foram confirmadas 67 amostras como K. pneumoniae pelo sequenciamento, sendo
58% (39/67) de isolados de animais domésticos e 42% (28/67) de animais silvestres (Tab. 1).
A distribuicdo entre as espécies animais foram caninos 41% (16/39), equinos 21% (8/39),
bovinos 18% (7/39) felinos 13% (5/39), suinos 5% (2/39) e roedor 2% (1/39); o restante 42%
(28/67) (Tabela 1).



Tabela 1. Relacdo de animais domeésticos e silvestres diagnosticados — Cuiaba- 2017

Hospedeiro

Hospedeiro

Jibbia-constritora

Boa constrictor

Jacaré

Caiman yacare

Onca parda

Puma concolor

Macaco prego

Sapajus apela

Cachorro do mato

Cerdocyon thous

Quiati

Nasua nasua

Tamandué bandeira

Myrmecophaga tridactyla

(Nome popular) (Nome cientifico) Total
Canina Canis lupus familiaris 16
Equina Equus caballus 8
Domeésticos Bovina Bos taurus 7
(n=39) Felina Felis catus 5
Suina Suis scrofa domesticus 2
Roedor Rattus norvegicus 1
Tucano-toco Ramphastos toco 2
Gavido-caboclo Buteogallus meridionalis 1
Arara-canindé Ara ararauna 3
Roselha do leste Platycercus euimius 1
Avrara azul Anodorhynchus hyacinthinus 6
Urutau Nyctibius griséus 2
Pato do mato Cairina moschata 1
. Papagaio verdadeiro Amazona aestiva 1
Silvestres Z — .
_ Socod Tigrisoma lineatum 1
(n=28) 1
1
1
1
2
2
1
1

Anta

Tapirus terrestres
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Os isolados foram obtidos de diferentes sitios de isolamento, sendo 22 locais
diferentes: urina 16% (11/67), pulméo 13% (09/67), fezes 12% (08/67), suabe otoldgico 7%
(05/67), cavidade oral 6% (04/67), suabe ocular 6 % (04/67), figado 4% (03/67), lesdo de
membro 4% (03/67), saco aéreo 4% (03/67), pele 4% (03/67), lavado traqueobrénquico 3%
(02/67), intestino 3% (02/67), coracdo 1% (01/67), encéfalo 1% (01/67), inglavio 1% (01/67),
leite 1% (01/67), liquido articular 1% (01/67), liquido toracico 1% (01/67), liquido abdominal
1% (01/67), placenta 1% (01/67), suabe de cloaca 1% (01/67) e suabe nasal 1% (01/67). O

material que houve mais isolamento de K. pneumoniae foram amostras de urina 16% (11/67),

pulmé&o 13% (09/67) e fezes 12% (08/67).

No teste de difusdo em disco, foram observados altos percentuais de susceptibilidade

aos antimicrobianos testados de acordo com os critérios do CLSI 2016 (Tab. 2).
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Tabela 2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de K. pneumoniae

através de difusdo em agar.

I . Resisténcia* (%)
Antclznllcrob_lanos A Domeésticos Silvestres Total
ategorias gente (n=39) (n=28) (n=67)
Penicilinas Amoxicilina 92% (36/39) 93% (26/28) 93% (62/67)
- lactamicos AMC 44% (17/39) 50% (14/28) 46% (31/67)
Ampicilina 92% (36/39) 96% (27/28) 94%(63/67)
Cefalosporinas Cefalexina 44% (17/39) 64% (18/28) 51%(34/67)
B- lactamicos Ceftiofur 49% (19/39) 61% (17/28) 51%(34/67)
Carbapenémicos Meropenem 5% (2/39) 0% (0/28) 3%(2/67)
B- lactamicos Imipenem 3% (1/39) 11% (3/28) 6%(4/67)
Amicacina 20% (7/39) 14% (4/28) 16%(11/67)
Aminoglicosideos Gentamicina 38% (15/39) 36% (10/28) 37%(25/67)
Neomicina 69% (27/39) 75% (21/28) 72%(48/67)
Enrofloxacina 62% (24/39) 75% (21/28) 67%(45/67)
Quinolonas Ciprofloxacina 49% (19/39) 469% (13/28) 48%(32/67)
Marbofloxacina 54% (21/39) 61% (17/28) 57%(38/67)
Fenicol Cloranfenicol 51% (20/39) 68% (19/28) 589%6(39/67)
Polimixina Colistina 87% (34/39) 93% (26/28) 93%(62/67)
Tetraciclicos Doxiciclina 44% (17/39) 79% (22/28) 43%(29/67)
Nitroimidazol Metronidazol 95% (37/39) 100% (28/28) 97%(65/67)
Nitrofuranos Nitrofurantoina 82% (32/39) 96% (27/28) 88%(59/67)
Sulfonamidas Sulfonamidas 97% (38/39) 96% (27/28) 93%(62/67)
SUT 44% (17/39) 36% (10/28) 40%(27/67)

Legenda: AMC: Amoxicilina + Acido clavulanico; SUT: Sulfonamida+Trimetoprima
Colistina: Polimixina E

*Classificamos como resistentes as amostras classificadas como intermediaria e resistente nos testes.

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade dos isolados do estudo, tanto em animais
domeésticos como silvestres foi observada alta resisténcia a metronidazol 97% (65/67),
ampicilina 94% (63/67), amoxicilina 93% (62/67), sulfonamidas 93% (62/67), colistina 93%
(62/67) e nitrofurantoina 88% (59/67). Os que apresentaram menor taxa de resisténcia foram:
meropenem 3% (2/67), imipenem 6% (4/67) e amicacina 16% (11/67) (Tab. 2).

Todos os isolados foram multirresistentes, sendo observado o tipo de resisténcia
MDR.

DISCUSSAO

Um dos maiores problemas na saude publica € o aumento de cepas multirresistentes a
antimicrobianos e dentre as bactérias pertencentes a este grupo, estd a K. pneumoniae que
pode pertencer a microbiota do trato intestinal de animais e humanos.

A ocorréncia de K. pneumonie neste estudo foi maior em animais domésticos,

principalmente cées e equinos, provavelmente devido ao maior numero de amostras recebidas,
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no entanto, foi observado alta frequéncia de isolados de aves silvestres. Existe relato de
estudo envolvendo gavides carijos, onde foi coletado suabe cloacal de nove animais saudaveis
para estudo de microbiota e foi identificada K. pneumoniae (DE ARAUJO SILVA et al.,
2016). Em aves esta bactéria esta envolvida em processos morbidos, e sdo identificadas como
causadora de enterites, podendo levar a 6bitos (MELVILLE et al., 2004).

As principais infeccbes que a K. pneumoniae causam em humanos Sdo urinarias,
pulmonares e enterites, principalmente em hospedeiros imunocomprometidos (PEREIRA et
al., 2015), como foi observado nos isolados deste estudo.

Observamos em animais domésticos e silvestres o aumento de resisténcia
antimicrobiana em isolados de K. pneumoniae, principalmente aos B- lactamicos como a
amoxicilina e ampicilina por terem capacidade de produzir enzimas hidroliticas, que inativam
os antimicrobianos da classe, sendo o mecanismo de resisténcia bacteriana mais importante
(OGALO et al., 2016). No entanto, dentro deste mesmo grupo quando se utilizou a associacéo
de penicilina com inibidor da B-lactamase encontramos um aumento de sensibilidade.

Os isolados apresentaram altas taxas de resisténcia para 0 metronidazol, o que divergiu
comparado com isolados de humanos (NAKANO et al.,, 2011). O metronidazol ¢ muito
utilizado na Medicina Veterinaria em animais de companhia em razdo de sua excelente
atividade contra microrganismos anaerébicos e protozoarios, e isso pode ter levado a
aquisicdo de mecanismos de resisténcia a esse antibidtico (DECHAN, 1997).

A resisténcia a sulfonamidas encontra-se amplamente disseminada em bactérias
isoladas de animais, refletindo o uso indiscriminado destas drogas ao longo de anos como
melhoradores de desempenho animal, controle de infecBes e tratamento. Isso limitou muito a
eficacia deste farmaco no tratamento de doencas bacterianas de animais, assim sdo poucas as
indicacGes para uso primério (BEZERRA et al., 2017).

Atualmente na medicina humana a polimixina B e E sdo utilizadas como opcao
terapéutica causada por bactérias multirresistentes, principalmente as Gram negativas. Apesar
de as taxas de resisténcia as polimixinas serem consideradas baixas na medicina humana, ja
existem relatos de resisténcia a esses antibidticos, principalmente a colistina em isolados de K.
pneumoniae (JEANNOT et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2018). Em isolados de animais ja
apresenta altas taxas de resisténcia por ser ter sido muito utilizada como melhoradores de
desempenho em animais de producgdo, como aditivo da composi¢cdo na ragdo para aves,
bovino e suino, tendo hoje seu uso proibido para animais de producdo (MAPA, 2017).

Em isolados de animais silvestres (96%) e domésticos (82%) foram observadas altas

taxas de resisténcia em nitrofurantoina, isso também se deve ao uso indiscriminado deste
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antibidtico como aditivos melhoradores de desempenho em animais de producéo, o que pode
ter levado a contaminacdo ambiental e aquisicdo de resisténcia pelas bactérias a esse farmaco
(BEZERRA et al., 2017). Em contrapartida, na medicina humana, esse antimicrobiano voltou
a ser utilizado, por ser bactericida de amplo espectro. Com o0 aumento continuo da resisténcia
aos antibioticos em bactérias Gram negativas produtoras de [-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e a disponibilidade limitada de novos antibi6ticos, o uso da nitrofurantoina,
tém sido reavaliado, principalmente para o tratamento de infec¢bes do trato urinario, e tem
apresentado eficiéncia contra a maioria dos isolados de K. pneumoniae (SEIFU e GEBISSA,
2018).

Dentro dos aminoglicosideos, a amicacina apresentou maior perfil de sensibilidade, e é
0 que tem menor potencial para induzir a resisténcia bacteriana, pois a K. pneumoniae possuli
pouca deteccdo do gene metilase que é o principal mecanismo de resisténcia a esse farmaco,
por isso s&o muito utilizados para o tratamento de infeccdes nosocomiais (JAJIC et al., 2017;
ZHENG et al.,2018).

Os carbapenémicos apresentaram baixa taxa de resisténcia, pois esta classe ainda é
pouco utilizada na Medicina Veterindria. S&o utilizados em animais de companhia, em
infecgBes graves (MONTEANI-FERREIRA et al., 1999). Ja os isolados de humanos tem
apresentado alta taxa de resisténcia pela presenca enzima carbapenemase (KPC) como
descrito pelos autores (PEREIRA et al., 2015; JAJIC et al., 2017).

De acordo com os estudos de Jeannot et al. (2017); Wang et al. (2018); Hernandez et
al. (2018), observamos uma alta resisténcia a maioria dos antimicrobianos, neste estudo todos
os isolados foram classificados como MDR. Em um estudo realizado por Kolpa e
colaboradores (2018) foi analisado o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos em uma
Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) humana no sul da Polonia, onde foram estudados 510
isolados de pacientes de diversos quadros clinicos, como pneumonia, infeccdo sanguinea,
infeccdo do trato urinario, enterites, infeccdo no local cirurgico, infeccdo da pele e tecidos
moles, e outras infec¢gdes. Dos 120 isolados de Acinetobacter baumannii, 99% dos isolados
foram classificadas como MDR, dos 35 isolados de K. pneumoniae, 42% foram classificados
como MDR. Portanto deve ocorrer o monitoramento da resisténcia aos medicamentos das
cepas multirresistentes.

Existem muitos estudos descrevendo que o uso de antibidticos na Medicina
Veterinaria proporciona uma transferéncia de resisténcia para as bactérias emergentes
humanas, pois muitas classes destes farmacos que sdo usadas em animais também s&o

empregadas em seres humanos. Varios questionamentos tém sido feitos em relagéo ao risco
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para a saude publica pelo uso exacerbado de fa&rmacos na producdo animal e na agricultura
(ARIAS e DE MAIO CARRILHO, 2012).

De acordo com Gandolfi-Decristophorus et al. (2013) existe esta associacao e ja foi
relatada a transferéncia de material genético entre espécies, sendo que isolados de humanos e
animais apresentam similaridades genéticas. Porém, Phillips et al. (2004) afirmam que maior
causa de resisténcia em medicina humana advem de tratamento mal conduzido, que a
influéncia de terapias em animais sdo minimas e as bactérias isoladas de animais néo
persistem em seres humanos. Mesmo com a eliminacdo do uso de antimicrobianos em
animais, ndo reduzird a multirresisténcia das bactérias na medicina humana se o uso de forma
imprudente nas terapias continuar.

Foi realizado um estudo em varios paises da Unido Europeia relacionado a
susceptibilidade antimicrobiana de isolados intestinais de Escherichia coli, Salmonella spp,
Campylobacter spp e Enterococcus spp de frangos, suinos e bovinos e constatou-se uma
variacdo na resisténcia entre antimicrobianos, bactérias, hospedeiros e paises. Observou-se
uma baixa ou auséncia de resisténcia em isolados de Escherichia coli, Campylobacter spp,
Enterococcus spp e Salmonella spp a novos antimicrobianos usados em humanos, restritos a
uso hospitalar, enquanto que resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados na Medicina
Veterinaria e mais antigos como ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima
apresentou-se alta. Concluiu-se que os antimicrobianos utilizados somente na Medicina
Humana apresentaram baixa ou nula taxa de resisténcia (DE JONG et al., 2009) como foi
observada no nosso estudo.

Um dos problemas na atualidade é o uso e a prevaléncia ambiental de produtos
farmacéuticos ativos, que sdo detectados em todo meio ambiente como agua, solo,
sedimentos, esgotos e lamas (LEES et al., 2016 ). A presenca de antibi6ticos no meio
ambiente é uma preocupacdo seria por poder levar ao surgimento de resisténcia. De acordo
com o Martinez (2004), as atividades comerciais e 0 transporte entre paises podem levar a
presenca de bactérias resistentes em populacBes humanas e animais, incluindo espécies
silvestres e aves que n&do receberam antimicrobianos. Neste estudo foram observadas altas
taxas de resisténcia mesmo em animais silvestres de vida livre que ndo haviam sido
medicados, que provavelmente adquiriram estas bactérias multirresistentes pela contaminagéo
ambiental (JECHALKE et al., 2014).

Os resultados do presente estudo reforcam a importancia do antibiograma como
parametro para tratamento eficiente, visto que o tratamento empirico pode levar a resisténcia

antimicrobiana.
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CONCLUSOES

A K. pneumoniae se torna cada vez mais uma ameaca a salude publica, pela alta taxa
de resisténcia a antimicrobianos observada nos isolados de animais domésticos e silvestres.
Neste estudo se evidenciou a ocorréncia de isolados MDR com alta resisténcia a
metronidazol, ampicilina, amoxicilina, sulfonamidas, colistina e nitrofurantoina em isolados
de animais domésticos e silvestres. Estes animais podem ser uma fonte de isolados resistentes
aos principais antimicrobianos utilizados em medicina humana.

S&o necessarias medidas de controle da disseminacédo de resisténcia a sendo uma das
formas para diminuir o uso indiscriminado dos antibidticos, a realizacdo de cultura e
antibiograma para tratamento mais eficaz, com administragdo em doses corretas por tempo

adequado.
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