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Resumo

A Klebsiella pneumoniae, descrita pela primeira vez em 1882, por Carl
Friedlander € uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae, que
se encontra facilmente dispersa pelo meio ambiente. Esta € uma bactéria oportunista,
capaz de causar infe¢cbes no Homem ao nivel do trato respiratorio, trato urinario e também
infecdes primarias da corrente sanguinea, podendo provocar meningite e pneumonia. Para
a sua patogenicidade contribuem cinco fatores de viruléncia com mecanismos
conhecidos, a cépsula, o lipolissacarideo, as fimbriaes do tipo 1 e 3, os siderdforos e a
capacidade de produzir biofilme, que permitem a entrada e fixacdo no organismo.

Uma estirpe mais virulenta, designada por essa razdo de Klebsiella pneumoniae
Hipervirulenta (hvKp) surgiu na década de 1980 como um agente patogénico global capaz
de causar infe¢es adquiridas na comunidade, nomeadamente abcessos hepaticos, muitas
vezes em individuos saudaveis. A sua hiperviruléncia esta associada aos sistemas de
aquisicdo de ferro, aumento da producdo de capsulas, tipos de capsulas K1 e K2, e a

producdo da toxina colibactin.

A Kilebsiella pneumoniae tem-se revelado uma ameacga global para a salde
publica, devido a um aumento de isolados mutiresistentes aos antibioticos, destacando-se
a resisténcia aos Beta Lactamicos e o aparecimento de resisténcia a Colistina, colocando
em causa a utilizacdo da ultima linha de terapéutica contra a bactéria. Por estas razdes

tem sido considerada, pela Organiza¢do Mundial de Saide, um problema prioritario.

A descoberta de novas alternativas terapéuticas é urgente sendo o novo foco de
investigacdo a atividade contra a viruléncia. A Unido Europeia e o Espaco Econdmico
Europeu tém como uma das prioridades a monitorizacdo e controlo da resisténcia para

que se consiga travar 0 aumento da mesma.

Palavras Chaves: Klebsiella pneumoniae; Resisténcia Antimicrobiana;

Antibidticos; Viruléncia.



Abstract

Klebsiella pneumoniae is a gram-negative bacterium belonging to the family
Enterobacteriaceae, first described by Carl Friedlander in 1882, which is easily dispersed
in the environment. It is an opportunistic bacterium, capable of invading the human body
and causing infection in the respiratory tract, urinary tract, and primary bloodstream
infections, and can ultimately cause meningitis and pneumonia. This bacterium has thus
become a global threat to public health. It currently has five virulence factors with known
mechanisms, the Capsule, Lipolysaccharide, Type 1 and 3 Fimbriae, Siderophores and

Biofilm, which allow entry and fixation in the organism.

Hypervirulent Klebsiella pneumoniae, emerged as a global pathogen in the 1980s
as a more virulent strain of Klebsiella pneumoniae capable of causing community-
acquired infections, including liver abscesses, often in healthy individuals. Causes of its
virulence are iron acquisition systems, increased capsule production, K1 and K2 capsule

types, and the toxin colibactin.

The emergence of Antimicrobial Resistance is a normal evolutionary process that
occurs by selective pressure exerted by widespread use and misuse of antimicrobials.
Klebsiella pneumoniae acquires resistance to multiple antibacterial drugs and has been
considered a priority problem by the World Health Organization. In recent years, there
has been a growing increase in isolates resistant to Beta Lactams, and the emergence of
resistance to colistin has called into question the use of the last line of therapy against the

bacterium.

The discovery of new therapeutic alternatives is urgent and the new focus of
research is the activity against virulence. The European Union and the European
Economic Area have as one of their priorities the monitoring and control of resistance in

order to stop its increase.

Key Words: Klebsiella pneumoniae; Antimicrobial Resistance; Antibiotics; Virulence.



Abreviaturas

CPS - Polissacarideos capsulares
ECDC - European Center for Disease Prevention and Control
EFSA - European Food Safety Authority

ERIC-PCR - Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain

Reaction

ESBL- Beta-lactamases de Espetro Alargado
hvKp - Klebsiella pneumoniae hipervirulenta
IL - Interleucina

MAR - Multiple Antibiotic Resistance Index
MDD - Método de Difusdo em Disco

KPC - Carbapenemase produzida por Klebsiella pneumoniae
PMNs - Polimorfonucleares

LPS - Lipolissacarideo

K. pneumoniae — Klebssiela pneumoniae
OMPs - Proteinas da Membrana Externa
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PMNs - Leucdcitos Polimorfonucleares

RAM - Resisténcia antimicrobiana
ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral-a

TSI - Triplice AgUcar Ferro

UE/EEE - Unido Europeia/Espaco Econémico Europeu
WHO — World Health Organization
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1. Objetivos

Esta monografia tem como objetivo geral avaliar o ponto de situacdo da
resisténcia da Klebsiella pneumoniae aos antibioticos disponiveis para o tratamento da
sua infecdo no organismo do ser humano.

Os objetivos especificos sdo 0s seguintes:

- Caracterizar a bactéria e identificar quais os mecanismos de viruléncia;

- Identificar os antibidticos aos quais a bactéria é resistente e descrever 0s

mecanismos de resisténcia.
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2. Métodos

Na redacdo da presente monografia, foram usados varios motores de busca para a
pesquisa bibliografica, entre os quais, 0 PubMed e o Google Académico. As palavras
chaves utilizadas para que a pesquisa de artigos cientificos fosse facilitada foram as
seguintes: Klebsiella pneumoniae, resisténcia antimicrobiana, B-lactamicos, antibioticos,
cefalosporinas, carbapenemos e colistina.

Para além dos motores de busca acima mencionados, também se retirou
informacdo de alguns websites de entidades como: Future Medicine, World Health
Organization e European Centre for Disease Prevention and Control.
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3. Klebsiella spp.

A Klebsiella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae (1). Esta familia é
constituida por 53 generos e cerca de 170 espécies. As enterobactérias estdo associadas a
uma vasta gama de sindromes clinicos, intoxicagdes alimentares e infegdes zoondticas,
que incluem surtos esporddicos a pandemias (1,2). Alguns géneros e espécies
como: Escherichia coli, Klebsiella penumoniae (K.pneumoniae) e Enterobacter spp. séo
reconhecidas como importantes agentes etioldgicos de infecbes hospitalares,
responsaveis por cerca de 70% das infe¢cbes do trato urinario e 50% dos casos de
septicémia . Um estudo realizado em hospitais americanos no periodo de 2009 a 2010
pela National Healthcare Safety Network (NHSN), do European Center for Disease
Prevention and Control (ECDC) mostrou que cinco géneros de Enterobacteriaceae
estavam entre os 10 microrganismos mais frequentemente isolados em infecdes
hospitalares. A Escherichia coli foi o terceiro mais isolado (11,5%), Klebsiella spp. foi o
sexto (8%), Enterobacter spp. encontrava-se em oitavo lugar (4,7%), seguido de Proteus
spp. (2,5%) (3). As Enterobacteriaceae, apresentam as seguintes caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas: sdo bacilos de Gram negativo, aerdbios-anaerdbicos
facultativos, crescem em meios de cultura simples, fermentam a glucose, sdo oxidase
negativas e reduzem os nitratos a nitritos (4).

A classificacdo das espécias de Klebsiella spp. é seguida, na maioria dos paises
europeus e americanos, pela classificacdo de @rskov que identifica 5 espécies: K.
pneumoniae, K. oxytoca, K. terrigena, K. planticola, K. ornithinolytica. As espécies de
Klebsiella spp., caracterizadas por serem ndo mdveis, capazes de produzir capsula, séo
encontradas de forma ubiqua na natureza, inclusivé em plantas, animais e humanos. Elas
sdo causadoras de varios tipos de infecdes em humanos, incluindo infecdes do trato
respiratdrio, infecdes do trato urinario e infecdes primarias da corrente sanguinea
(1,4,5,6,7).

A grande maioria das infecbes por Klebsiella spp. estdo associadas a
hospitalizacdo. Como agentes patogenicos oportunistas, as Klebsiella spp. atacam
principalmente individuos imunocomprometidos que estdo hospitalizados e sofrem de
doencas graves subjacentes, tais como diabetes mellitus ou obstrucdo pulmonar cronica,
pacientes cujos cuidados requerem dispositivos como ventiladores ou cateteres

intravenosos e pacientes que tomam antibioticos em regimes de tempo alargado. Pessoas

13


https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/9309/1/carolina_tavares_ioc_mest_2014.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/icict/9309/1/carolina_tavares_ioc_mest_2014.pdf

saudaveis geralmente ndo contraem infecGes por Klebsiella. As infe¢bes por Klebsiella
spp. nosocomial, infecBes que pode ocorrer aquando o doente € internado no hospital, sdo
causadas principalmente por Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae), a espécie
medicamente mais importante do género, sendo responsavel por 8% de todas as infe¢bes
bacterianas nosocomiais na Europa e Estados Unidos. Em menor grau, a K. oxytoca tem

sido detetada em isolados clinicos humanos (9).

3.1 Transmissao de Klebssiella spp. em humanos

Para desenvolver uma infecdo por Klebsiella spp., uma pessoa tem de ser exposta
a bactéria. Por exemplo, Klebsiella spp. deve entrar no trato respiratério para causar
pneumonia, ou No sangue para causar uma septicémia (3).

Em meio hospitalar, a bactéria Klebsiella spp. pode ser transmitida através do
contato de pessoa para pessoa, por exemplo, de paciente para paciente atraves das maos
contaminadas de profissionais de salde ou outras pessoas, ou, menos comumente, por
contaminagdo do meio ambiental, ndo se propagando pelo ar (3).

Uma das vias de introducdo da bactéria no organismo acontece em pacientes em
estabelecimentos de satde, quando necessitam de ventiladores, cateteres intravenosos ou
contém feridas, uma vez que estas bactérias podem acumular-se nas tubagens destes

equipamentos médicos (3).
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4. Klebsiella pneumoniae

4.1 Espécie

A K. pneumoniae é uma bactéria comensal, que se encontra amplamente
distribuida no meio ambiente e na microbiota normal do trato intestinal de humanos e
animais (1,2). Esta quando cultivada em meios de cultura solidos, apresenta colonias
mucosas caracteristicas, devido a producéo de uma capsula polisacarida que tem funcao
de proteger a bactéria contra a fagocitose e bactericidas (1,4).

E um patogénico oportunista capaz de causar uma vasta gama de infeces
adquiridas na comunidade (11,12), tais como infecdes respiratorias, como a pneumonia,
infecdes do trato urinario e septicémia, tendo sido descrita pela primeira vez por Carl
Friedlander em 1882, onde foi isolada dos pulmdes de pacientes que morreram de

pneumonia (5,11).

A K. pneumoniae tornou-se uma das principais causas mundiais de infegdes
nosocomiais, nomeadamente infecGes respiratorias, com uma taxa de mortalidade
crescente, particularmente em individuos imunocomprometidos, recém-nascidos e
idosos. Esta estd cada vez mais implicada em infecGes comunitérias severas tais como
pneumonia e meningite (7). K. pneumoniae é um organismo identificado como uma
ameaca urgente a saude humana pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os European
Center for Disease Prevention and Control (ECDC) e o Public Health England (PHE),
devido ao seu facil contagio entre seres humanos, a sua viruléncia, aumento da resisténcia
aos antibidticos e a sua ampla distribuicdo geografica (7,13). Esta também faz parte do
acronimo ESKAPE que compreende os nomes cientificos de seis patdgenos bacterianos
altamente virulentos e resistentes a antibidticos, incluindo: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp (14).

Dentro de uma espécie bacteriana, existe um conjunto de genes gque é conservado
entre todos 0os membros. Este conjunto de genes é considerado o genoma central. Em K.
pneumoniae o genoma central, definido como presente em mais de 95% dos isolados,
estima-se atualmente ser composto por aproximadamente 2.000 genes (5, 15).

Genes que variam entre os isolados sdo referidos como 0 genoma acessorio, este

inclui ilhas de patogenicidade, plasmideos e bacteriéfagos. Uma vez que os genes de K.
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pneumoniae sdo tipicamente entre 5.000 e 6.000, isso significa que a maior parte do
genoma é composto por genes acessorios. Os genes que constituem o genoma acessorio
podem codificar para proteinas que participam em processos especificos, como por
exemplo a fixacdo de nitrogénio ou codificar fatores de viruléncia especificos. O genoma
acessorio também contém genes que codificam varias enzimas que participam nos
mecanismos de resisténcia a antibidticos (5,16). Os genes acessOrios podem ser
adquiridos por transferéncia horizontal de genes entre espécies bacterianas, como
evidenciado pela presenca de ilhas de patogenicidade e plasmideos, em muitos isolados.
Os genes codificados em ilhas de patogenicidade podem ajudar os isolados a adaptarem-

se a locais especificos de infegdo ou colonizagdo (3,17).

4.2 Caracteristicas bioguimicas de Klebsiella pneumoniae

A K. pneumoniae é facilmente isolada das superficies de mucosas humanas, maos
contaminadas com fezes, 4gua contaminada e superficies hospitalares (Fig.1) (18,19).

As provas bioquimicas que permitem a sua identificagdo sdo as seguintes: lisina
positiva, citrato e indol negativos, triplice acucar ferro (TSI) positivo com producdo de
gas, ornitina descarboxilase negativa, metabolizacdo da lactose, hidrolise da ureia e
utilizag&o do citrato como fonte de carbono (4).

Na cultura de 4gar MacConkey as col6nias de K. pneumoniae, crescem bem,
apresentando-se em grande numero e com de cor rosea brilhante, devido a ser lactase
positiva (Fig.2) (4).
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Figura 1- Cultura de K. pneumoniae ao microscépio otico (20).
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Figura 2 Cultura de K. pneumoniae em Macconkey Agar (21).

4.3 Serotipos

Os isolados de K. pneumoniae apresentam uma grande variedade antigénica,
sendo classificados em serétipos. A serotipagem, é baseada no reconhecimento de
variacGes distintas dos seus polissacarideos existentes a superficie da bactéria,
nomeadamente antigénios-O e antigenios-K, por anticorpos especificos. Em K.
pneumonniae, existe uma grande variedade de antigénios O e K, devido a grande varia¢cdo
na constituicdo do lipopolissacarideo (LPS), os antigénios-O sdo a parte mais externa do
LPS, enquanto que os antigénios-K sdo o polissacarideo da capsula bacteriana (CPS). O
namero de serotipos em K.pneumoniae tem sido estimado em oito para os antigénios-O,
01, 02, 03, 04, 05, 012, OL101 e OL104, e setenta e oito para os antigénios-k. Os
serétipos O1, O2 e O3 sdo 0s mais predominantes, representando aproximadamente 80%
de todas as infecBes, enquanto que os serotipos K mais comuns sdo K1, K2, K5, K16,
K23, K27, K28, K54, K62 e K64 (22).

Alguns serdtipos, os K1 e K2, apresentam um fenétipo hipermucoviscoso, em
placas de agar, devido ao aumento da producéo de polissacarideo capsular (CPS), que é
reconhecido como um dos fatores de viruléncia mais importantes de K. pneumoniae (23,
24, 25).

4.4 Patogenicidade de K. pneumoniae

Para causar infecdo no Homem, a K. pneumoniae tem que, em primeiro lugar,
ultrapassar as barreiras mecanicas e quimicas do hospedeiro, e escapar ao reconhecimento
pela imunidade humoral e imunidade celular (10,26). A capacidade de causar graves

infecOes estd associada & sua capacidade de mutacdo, aquisicdo de plasmideos e
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transposOes, que transportam genes de viruléncia e de resisténcia aos antibidticos. A

combinacdo de varios genes que codificam para fatores de viruléncia conduziu ao

aparecimento de estirpes de K. pneumoniae hipervirulentas (10).

Os fatores de viruléncia mais relevantes, associados a patogénese de K.

pneumoniae incluem a capsula, o LPS, as fimbriaes de tipo 1 e 3, os sider6foros e a

capacidade de formar biofilme (figura 3). Varios outros fatores foram recentemente

identificados desempenhando papéis na viruléncia, no entanto, ndo estdo ainda

caracterizados. Sdo exemplos: proteinas da membrana externa como as porinas, bombas

de efluxo, sistemas de transporte de ferro e produtos de genes envolvidos no metabolismo

da alantoina (11,6).

rmpA

> Capsulet——

rmpA 2—

LPS

Capsular polysaccharides—

Siderophores:

Virulence!

- = ./fi/.g\. .

Type 1 pili Biofilm homeostasis

Figura 3 - Representacdo esquematica dos fatores de viruléncia de K.

pneumoniae (6).

Tabela 1 - Resumo dos fatores de viruléncia envolvidos na patogenicidade da K.

pneumoniae (27).
Fator de Viruléncia

Cépsula

LPS

Sideroforo

Fimbria do tipo 1

Papel na patogénese

Inibir e evitar a fagocitose pelas células
hospedeiras; induzir a maturagéo das células
dendriticas

Antigénio-O fornecer resisténcia sérica
Capturar o ferro essencial para a sobrevivéncia,
os fenotipos hipermucoviscosos tém sido
ligados ao aumento da atividade de ligacdo ao
ferro

Envolvida na formacao de biofilmes
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Fimbria do tipo 3 Importante para a formacao de biofilme sobre
superficies bidticas e abidticas
Biofilme A formacao promove a resisténcia ao sistema

imunitario do hospedeiro e aos antimicrobianos

4.4.1 Capsula

A cépsula da K. pneumoniae é constituida por uma matriz de polissacarideos, que
ancora na superficie da célula (Fig.4). E um dos fatores de viruléncia mais relevantes,
sendo também o mais estudado. As estirpes desta bactéria produzem cépsula, a qual é
constituida por antigénios K, que sdo codificados por genes localizados hum operédo
gendmico (6).

Foram identificadas varias causas de viruléncia associada a capsula de K.
pneumoniae. A capsula mascara a superficie celular bacteriana, evitando assim a
fagocitose e a opsonofagocitose pelas células imunitarias. A presenca desta estrutura
permite evitar a ativacdo fulminante da resposta imunitéria, mediada pela diminuicao das
espécies reativas de oxigénio (ROS), IL-8, IL-6, E TNF-a, protegendo o LPS do
reconhecimento por recetores celulares (28). Da mesma forma dificulta a acao bactericida
dos agentes antimicrobianos. Por outro lado, evita que 0s componentes complementares,
como o C3, interajam com a membrana externa, impedindo assim a lise completa e a
opsonizacdo (6,28).

A capacidade das capsulas especificas de K. pneumoniae para inibir ou dificultar
a fagocitose por células hospedeiras foi relatada hd mais de 20 anos. A producdo de
capsulas em K. pneumoniae € dependente da via do Grupo | ou Wzx/Wzy. A producao é
iniciada por uma glicosiltransferase (GT), que liga a primeira porc¢éo de glicose (WcaJ)
ou galactose (WbaP) a um transportador lipidico, undecaprenil fosfato (Und-P). Outros
oligossacarideos, como fucose e acido urénico, sdo adicionados na extremidade ndo
redutora do glicosil-Und-P. Esses residuos ligados a lipidios sdo langados por Wzx
através da membrana interna, do citoplasma para o espaco periplasmatico e polimerizados
em virtude da polimerase Wzy. Ap6s a regulacdo do comprimento da cadeia
oligossacaridica por Wzc, a capsula é transferida para o exterior da célula por Wza, um

exportador de membrana externa. Finalmente, a capsula é ancorada a superficie da célula,
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provavelmente por Wzi. A diversidade de GT, que varia entre as estirpes, resulta em
diferentes combinagdes de oligossacarideos e modificacdes de residuos. Essas diferentes
combinag@es de residuos resultam na classificagdo das capsulas em diferentes serétipos.
Pelo menos 77 serotipos de capsula sdo definidos sorologicamente, e mais de 130 sao
identificados por comparacdo de genomas de K. pneumoniae. Posteriormente, foi
demonstrado que as cépsulas possuidoras do dissacarideo Man-a-2-Man exibiam uma
maior ligacdo e suscetibilidade as células fagocitarias, um fenémeno denominado
lectinofagocitose. O serétipo K2 ndo possui 0 Mana-2-Man e estd mais frequentemente
associado a infecdes humanas, indicando que, em parte, a resisténcia a fagocitose por
alguns serétipos pode ser uma funcdo de ligacdo diminuida a estas células hospedeiras
(29,30).

N&o s0 a capsula pode influenciar a suscetibilidade a fagocitose por ligacéo direta
a estas células, mas também foi demonstrado que a composicao da capsula influencia a
opsonofagocitose. Ser6tipos ou estirpes geneticamente modificadas que produzem
capsulas que possuem o Man-a-2-Man exibiram uma capacidade reduzida de estimular
os leucocitos polimorfonucleares (PMNSs). Este dissacarideo ndo é reconhecido por
muitos componentes do sistema imunitario inato, tais como as proteinas do surfactante
pulmonar, a ativacdo de complementos alternativos constituintes, para além do recetor
manose e de células fagocitarias (30,31). Isto levou a sugestao de que serétipos virulentos
como o K1 produzem uma capsula de superficie composta por glicopitopos ndo
reconhecidos por estes fatores. Em geral, as estirpes mais virulentas de K. pneumoniae
produzem uma cépsula composta de sacarideos que ndo facilitam a ligacdo as células
fagocitarias e, portanto, sdo mais resistentes a fagocitose. Além disso, estas capsulas
também se apresentam como opsoninas pobres e evitam a fagocitose por ativacdo
complementar (28, 30). Portanto, mecanismos pelo qual a capsula pode inibir eficazmente
a interacdo das bactérias com estas células irdo facilitar a sobrevivéncia (30).

Para além do papel das capsulas na interacédo entre K. pneumoniae e macrofagos
ou PMNs, provas recentes indicam que as cépsulas afetam a interacdo com ceélulas
dendriticas (30,32). Os resultados de estudos indicam que o material capsular K.
pneumoniae induz uma resposta imunoldgica defeituosa (30).

Utilizando estudos de infe¢cdo competitiva e variantes ndo capsuladas para além
das estirpes parentais, foi possivel demonstrar que as estirpes capsuladas superam as

variantes in vivo (30).
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Figura 4 - Papel da cépsula na viruléncia de K. pneumoniae (28).

4.4.2 Lipopolissacarideo

LPS, também conhecido como endotoxina, € um componente importante e
necessario do folheto externo da membrana externa de todas as bactérias Gram-negativas
(Fig. 5). Embora exista uma variacao consideravel nas estruturas do LPS entre as espécies
bacterianas, é tipicamente composto por um antigénio-O, um oligossacarideo core e um
lipido A (23). O LPS é o principal meio de protecdo contra o sistema complemento (6,30).

O lipido A insere-se na membrana bacteriana € é um ativador potente da
inflamacéo. A porcdo lipidica da bactéria , lipido A, é bem conhecida por ser um potente
ligante de TLR. A estimulacdo do TLR4 leva a producdo de citocinas e quimiocinas que
ajudam a recrutar e ativar respostas celulares, incluindo neutréfilos e macréfagos, que
eliminam as K. pneumoniae e controlam a sua propagacao a outros tecidos (30). Isto foi
demonstrado em modelos de rato de infecdo bacteriana por K. pneumoniae, onde ratos
sem TLR4 ou MyD88, uma proteina sinalizadora, sdo mais suscetiveis a pneumonia e
propagacdo sistémica de K. pneumoniae (30,33,34). Nestes ratos mais suscetiveis, a
producdo de citocinas e quimiocinas e o recrutamento de neutrofilos estdo diminuidos.
Certas estirpes de K. pneumoniae podem usar a capsula para proteger parcialmente o LPS
da detecdo por TLR. Um fendmeno semelhante ocorre nas estirpes hipervirulentas de K.
pneumoniae, onde a capsula amortece a sinalizagdo TLR4 (27,34).

O antigénio O é a subunidade mais exterior do LPS. Desempenha um papel
importante na protecdo contra o0 complemento, incluindo a prevencao da ligacdo C1q as
bactérias, que inibe a ativacao subsequente da via do complemento, bem como a ligacao
de C3b e, portanto, inibe a lise bacteriana (27). A sua auséncia torna a bactéria mais

suscetivel a ligagdo de Clq a superficie celular, resultando na ativacdo da via classica
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(27). As estirpes que contém um LPS de comprimento total (constituido por antigénio-O,
oligossacarideo do core e o lipidio A), ou "LPS suave", sdo resistentes ao ataque do
complemento, enquanto que as estirpes com cadeias O truncadas ou ausentes (constituido
por lipidio A e oligossacarideos do core progressivamente mais curtos), ou "LPS rugoso”,
sdo suscetiveis ao ataque mediado pelo complemento, mesmo na presenca de capsula
(26,35).

Resumindo, o LPS em K. pneumoniae pode ser modificado em parte, e isto leva
a que K. pneumoniae ndo seja reconhecido pela célula hospedeira, enquanto outras
estirpes podem usar a capsula para camuflar o LPS para evitar a dete¢do do TLR4 (7,28).
A resposta inflamatéria € inibida, e a eliminacdo de bactérias € reduzida por estas
modificagdes (26,35).

~ O-antigen ——{ C1q binding and
complement activation

Binds and sequesters C3b,

preventing association with the
membrane and pore formation

» Oligosaccharide core

+ Lipid A —{ Killing by cationic

antimicrobial peptides

Activation of
inflammatory response

Figura 5 - Papel do LPS na viruléncia de K. pneumoniae (28).

4.4.3 Fimbriae do Tipo1e 3

As Fimbriae representam outra classe de fatores de viruléncia de K. pneumoniae
que se encontram ancoradas na membrana externa sendo mediadores importantes da
adesdo da bactéria as células do hospedeiro. As Fimbriae tipos 1 e 3 sdo as principais
estruturas adesivas que tém sido caracterizadas como fatores de patogenicidade. As
Fimbriae do tipo 1 (Fig.6) apresentam-se em forma de apéndices finos e as do tipo 3
apresentam-se em forma de dupla hélice (Fig.7). Estas estruturas conferem ligacéo de K.

pneumoniae ao carcinoma humano e as linhas de células intestinais, sugerindo um
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envolvimento destes genes na colonizacgéo do trato gastrointestinal, tornando o individuo
ainda mais debilitado (27).

As Fimbriae do tipo 1 séo expressas em 90% dos isolados clinicos e ambientais
de K. pneumoniae, assim como quase todos os membros das Enterobacteriaceae (27,36).
Estas séo estruturas compostas principalmente por subunidades FimA, com a subunidade
FimH na ponta. Estas tém um papel na invasdo das células da bexiga, bem como na
formacdo de biofilme na bexiga e em superficies abidticas (27).

As Fimbriae tipo 3 sdo compostas principalmente por subunidades MrkA, com a
subunidade MrkD na ponta. Estas sdo necessarias para a producédo do biofilme e ligagédo
a dispositivos médicos. Verificou-se que o MrkD liga-se especificamente a matriz
extracelular, como a que fica exposta em tecidos danificados e a que reveste dispositivos
internos, enquanto o MrkA liga-se a superficies abidticas, como dispositivos médicos,

antes da insercdo em pacientes e apos a inser¢ao (27).

Type 1
fimbriae

£ Lectinophagocytosis <— } FimH — Binds — % Neutrophil
by neutrophils and mast recruitment
macrophages cells

4 Bladder cell invasion <«— FimA

4 Biofilm formation in <«—
bladder and on
abiotic surfaces

Figura 6 - Funcdes das Fimbrias do Tipo 1 durante a infecao
por K. pneumoniae e formacao de biofilme (28).
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Figura 7 - Fungdes das Fimbrias do Tipo 3 durante a
infecdo por K. pneumoniae e formacao de biofilme (28).

4.4 .4 Sideréforos

O ferro metélico € um elemento critico necessario para processos metabdlicos
essenciais a bactérias e aos seres humanos, e a disponibilidade limitada de ferro no fluido
extracelular dificulta a aquisicdo de ferro bacteriano, tornando-o uma forma de defesa
imunoldgica ndo especifica. Se as bactérias pretendem sobreviver e crescer, elas precisam
empregar taticas para superar essa dificuldade de aquisi¢do de ferro. Em hospedeiros
humanos, a ingestdo de ferro geralmente necessita de um sistema de aquisicdo de ferro
dependente de sider6foro como resultado da insolubilidade do ferro livre Fe 3+ durante
condicdes fisiologicas. Da mesma forma, a maioria das bactérias, incluindo K.
pneumoniae, possuem esse sistema com maior afinidade pelo ferro do que o hospedeiro,
que serve como estratégia predominante de aquisicdo de ferro para sobreviver a

competicdo com os hospedeiros (37).

Os siderdforos sdo pequenas moléculas de ligacdo de ferro que sdo sintetizadas
dentro das bactérias e secretadas fora das células, estes ligam-se ao ferro ambiental e
transportam-no de volta para as células. Subsequentemente, os complexos ferro
sideroforo sdo reconhecidos pelos receptores especificos da membrana externa que
transportam o material correspondente para o periplasma, onde os sider6foros combinam-
se com as proteinas do periplasma para transporta-los para a membrana interna. Por fim,
o ferro passa pela passagem mediada por um transportador ABC para o citoplasma

bacteriano, onde o ferro férrico é reduzido em ferro ferroso acessivel as bactérias (38).
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O sideroforo primario expresso por K. pneumoniae € 0 enterobactin, que é
expresso na maioria das estirpes patogénicas, sendo produzido por mais de 90% dos
isolados enterobacterianos. E de salientar que outros sider6foros como salmochelin,
yersiniabactin, colibactin e aerobactin também podem ser expressos em K. pneumoniae
(27).

Os genes que codificam aerobactin e salmochelin estdo localizados num grande
plasmideo de viruléncia, pLVPK, que ndo esta presente na maioria das estirpes de K.
pneumoniae. O locus yersiniabactin, localizado dentro da ilha de patogenicidade das

espécies de Yersinia, foi adquirido por via transferéncia horizontal de genes (31).
4.4.5 Biofilmes

Os biofilmes s@o comunidades biolégicas com um elevado grau de organizagéo,
onde as bactérias formam comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais
(Fig.8). Estas comunidades bioldgicas encontram-se em matrizes poliméricas produzidas
por elas préprias. Os biofilmes podem desenvolver-se em qualquer superficie himida,
seja ela biodtica ou abidtica. A associacdo dos organismos em biofilmes constitui uma
forma de protecdo ao seu desenvolvimento, favorecendo relagcdes simbioticas e

permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis (39).

A K. pneumoniae pode formar biofilmes, acumulando-se nas células da matriz de
substancias extracelulares poliméricas. Substancias extracelulares poliméricas sdo
estruturas complexas contendo polissacarideos, proteinas e DNA. O biofilme de K.
pneumoniae é formado, na sua maioria, no cateter e na superficie interna dos dispositivos

médicos (7).

A formacdo de biofilmes desempenha um papel fundamental em muitas infe¢bes
bacterianas e contribui para a capacidade das bactérias superarem 0s mecanismos de
defesa do hospedeiro. As infecdes por k. pneumoniae sdo frequentemente associadas ao
desenvolvimento de biofilmes e os fatores que contribuem para este processo podem
desempenhar um papel importante na patogénese. O desenvolvimento de biofilmes de K.
pneumoniae na superficie de objetos duros sofre a adesdo de células, a formagdo de
pequenas coldnias, a maturacao e a propagacao como celulas de vida livre. As estruturas
de superficie mais importantes de K. pneumoniae envolvidas no processo de formagéo
sdo o pili tipo 3 e CPS (28).
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O biofilme de K. pneumoniae pode levar a colonizacdo nas vias respiratéria, trato
gastrointestinal e urinario, bem como ao desenvolvimento de infe¢Bes invasivas,

especialmente em pacientes imunodeprimidos (6,28).

Figura 8 - Imagem representativa do biofilme de K.
pneumoniae em microscopia eletrénica de varrimento (36).
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5. Klebsiella Hipervirulenta

A K. pneumoniae Hipervirulenta (hvKp) é uma estirpe de K. pneumoniae mais
virulenta que se disseminou globalmente, causando infecdes adquiridas na comunidade,
muitas vezes em individuos saudaveis, e contribuindo para o aumento das infe¢Ges

adquiridas no hospital (18, 40).

O trato gastrointestinal é portador de hvKp, constituindo um importante
reservatorio da bactéria, o que contribui para a sua propagacéo na comunidade e nos locais
de servicos de saude. Reconhecida pela primeira vez na Asia, surgiu como causa de
abcessos hepaticos piogénicos. Nas décadas seguintes, hvKp propagou-se a nivel mundial
causando uma variedade de infecdes. Para além dos abcessos hepaticos, a hvKp distingue-
se de K. pneumoniae classica, por ser invasiva, tendo capaz de se propagar para diferentes
locais, incluindo o olho, pulm&o e sistema nervoso central. hvKp tem também sido
implicada em infecGes extra-hepéticas primarias, incluindo bacteremia, pneumonia e

infecdes de tecidos moles (11, 41).

Os determinantes genéticos da hiperviruléncia sdo frequentemente encontrados
em grandes plasmideos de viruléncia, bem como em elementos genéticos mdveis
cromossoémicos, 0s quais podem ser utilizados como biomarcadores para distinguir a
hvKp dos isolados clinicos da K. pneumoniae classica. Estes incluem genes biossintéticos
do sideroforo colibactin, um gene que codifica para um transportador metabdlico

(PEG344) e reguladores que aumentam a producédo de cépsulas (rmp) A e A2 (42).

O ferro € um metal essencial para o crescimento bacteriano e desempenha um
papel crucial na progressao da infecdo, incluindo a causada por hvKp. Em hvKP a
atividade siderdfora esta aumentada 6 a 10 vezes em comparacdo com K. pneumoniae

classica devido ao aumento da producéo do sideréforo aerobactin (Fig.9) (40, 42).

O PEG344 é um transportador metabolico, que embora ndo se sabendo
exactamente qual o seu papel na viruléncia, o seu gene esta presente no plasmideo de
viruléncia da estirpe hvKP1, sendo amplamente prevalente entre as estirpes de hvKP.
Num estudo realizado por Jeffrey Bulger, a estirpe hipervirulenta hvKP1, quando
cultivada em ascite humana, revelou um aumento da sintese de RNA. O impacto da

viruléncia de hvKP1 foi testado in vitro por comparacdo com uma estirpe ndo produtora
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de PEG344, tendo-se reportado uma menor sobrevivéncia de animais infectados com
hvKP1, por via pulmonar embora, ndo esteja claro se, isto €, devido ao aumento do
crescimento ou sobrevivéncia dentro do compartimento pulmonar ou se o PEG344

aumenta a capacidade de se disseminar a partir deste local (43).

Os genes rmpA estdo envolvidos na regulacdo do fenotipo mucoide, ativando a
producdo de capsulas, resultando na hipermucosidade e aumento da viruléncia. Foram
relatados trés genes rmpA em estirpes hvKP: dois grandes genes p-rmpA e p-rmpAz2,
localizados num plasmideo de viruléncia, pLVPK, e um gene cromossomico, c-rmpA (44,
45).

A cépsula é um importante fator de viruléncia, muitos relatorios tém demonstrado
que os serétipos K1 e K2 estdo fortemente associados a hvKP. Na China, entre os isolados
clinicos de hvKp associados a varios tipos de infecdes invasivas, incluindo abcesso
hepatico, 42,9% pertenciam ao serotipo K2 e 23,8% ao serotipo K1 (44, 46). Um estudo
realizado na Coreia, que procurou estirpes de K. pneumoniae na urina de pacientes
hospitalizados, mostrou que os serétipos capsulares K1 e K2 eram mais comuns em
estirpes hvKp do que em estirpes hipermucoviscosa negativas (44, 47). Noutro estudo, a
maioria das estirpes hipermucoviscosas isoladas de pacientes com bacteremia também
pertenciam ao serdtipo K1 ou K2, cerca de 78%. Muitos isolados hvKP notificados na
Europa e América foram também classificados no ser6tipo K1 ou K2 (40,48).
Tipicamente, as estirpes K1 e K2 sdo mais resistentes a fagocitose e a morte intracelular
por macrofagos e neutréfilos do que estirpes de outros ser6tipos. Uma das explicacbes
prende-se com o facto das estirpes K1 e K2 ndo possuirem as repeticdes especificas de
residuos de manose que sdo reconhecidas pelos fatores do hospedeiro, como o recetor de
ligacdo de manose ao macrofago e a proteina surfactante secretada pelo pulméo. Por outro
lado, as estirpes K1 e K2 apresentam um acido sialico especifico a superficie, que é
conhecido por “imitar” as células hospedeiras, permitindo assim a invasdo do hospedeiro.
A acrescentar, as estirpes K1 e K2 podem induzir uma libertacdo de espécies reativas de

oxigénio, permitindo uma maior sobrevivéncia em tecidos humanos (44,49).

A hvKP tem a capacidade de sintetizar uma genotoxina, a toxina colibactina. A
colibactina € sintetizada como parte do metabolismo secundario por sintese ndo
ribosomal de peptideos e outras enzimas descritas pela primeira vez em E. coli (41,50,51).
A colibactina danifica o0 DNA e perturba o ciclo celular do hospedeiro, mas o0s
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mecanismos exatos através dos quais contribui para a patogénese de hvKp sdo em grande
parte desconhecidos. Num estudo de inativacdo genética da sintese de colibactin, num
serétipo K1, a capacidade, desta estirpe hvKP, de colonizar o intestino e se disseminar
para outros 6rgdos diminui, assim como a inducdo da morte celular cerebral durante a
meningite. Resumidamente, a colibactina contribui para a colonizacéo e patogénese de
hvKp (41,52).

Hypermucoviscosity

o Capsule
Fimbriae

LP: ~ Salmochelin

Chromosome
(cib)

Colibactin Aerobactin

Yersiniabactin ( b

Figura 9 -Representacdo esquematica dos fatores associados a
hiperviruléncia de hvKp (41).

5.1 Epidemiologia

O primeiro relatério em Taiwan sobre a disseminacdo esporadica de hvKP foi
observada em muitos paises asiaticos, europeus e paises americanos (Fig. 10). Embora
varios casos de hvKP tenham sido relatados na Europa e na América do Sul e Norte, a
epidemia de hvKP ocorreu principalmente em paises asiaticos, incluindo Taiwan, China,
Coreiado Sul e Irdo (40). Isto levou a que estas comunidades ficassem em estado de alerta
pois para além da alargada disseminacdo, parte das recentes andlises do Human
Microbiome Project nos Estados Unidos, hvKP foi identificada em aproximadamente 4%
das fezes e 10% das amostras de narinas de voluntarios (41,32). Em pacientes
hospitalizados, as taxas de colonizacdo intestinal de hvKP sdo maiores e tém sido
relatadas entre 19% e 38% (5,54, 55). A analise de 43 pacientes com hvKp, em Taiwan,
encontrou uma forte associacao entre a colonizagéo gastrointestinal e 0 abcesso hepatico,
tambem identificou o transporte de isolados de hvKp em individuos saudaveis (54).

Outros estudos identificaram hvKp em 5% dos adultos coreanos saudaveis e em 6% dos
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quase mil adultos asiaticos pesquisados (49,56) . Essas altas taxas de

provavelmente contribuem para as infegdes por hvKp na Asia (41).

Il Endemic spread of hvKP
B Sporadic spread of hvKP
[ hvKP recorded

[ Not recorded

Figura 10 - Caracteristicas epidemioldgicas de hvKP. A

identificacéo

disseminacdo endémica de hvKP significa que varios surtos de hvKP

foram relatados numa regido indicada. A disseminagéo esporadica de hvkKP
significa que apenas estudos de caso (sem surto) foram relatados em uma regiéo
indicada. Legenda Paises: 1- Taiwan; 2- China; 3- Coreia do Sul; 4- Japdo; 5-
Singapura; 6- Irdo; 7- Arébia Saudita; 8- Argélia; 9- Espanha; 10- Franca; 11-
Alemanha; 12- Itdlia; 13- Dinamarca; 14- Suécia; 15- Canad; 16- Estados Unidos;

17- México; 18- Brasil; 19- Argentina; 20- Austrélia (40).

5.2 Apresentacdo clinica e fatores de risco

A hvKp pode causar infe¢Ges graves que sdo invulgares em k.pneumoniae , como

endoftalmite, meningite, abcesso cerebral, fascite necrosante, abcesso esplénico, abcesso

epidural, e risco de vida em individuos mais jovens e saudaveis (Tabela 2).

Os sintomas

da hvKp sdo inespecificos e podem incluir febre, calafrios, dor abdominal, nauseas e

vomitos, mas também podem ser causados pela localiza¢do da infecdo metastatica (41,

58,59).

Num estudo com mais de 800 pacientes com hvKP, em Taiwan, Coreia do Sul e

Estados Unidos, 12% dos pacientes apresentaram evidéncia de doenga metastética.

Existem inumeros relatos de pacientes com endoftalmite metastatica ou uveite,
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colonizacdo intestinal, infecdes pulmonares incluindo doenca intraparenquimatosa ou

empiema e doenga do Sistema Nervoso Central incluindo meningite, abscesso cerebral e

abscesso epidural. Além disso, os pacientes podem apresentar abscesso hepético e

infecdes graves de pele, tecidos moles e 0ssos, incluindo fasceite necrosante, abscessos

no pescoco e osteomielite (41, 57).

HvKp estd associado a morbilidade e mortalidade significativas. Pacientes com

sindrome invasiva tém uma taxa de mortalidade que varia de 3 a 31% (41,49).

Tabela 2 - Caracteristicas demogréaficas e clinicas que ajudam a diferenciar a
infecgcdo devido a estirpes hipervirulentas e classicas de K. pneumoniae (59).

Pardmetro
Local parao
desenvolvimento da
infecéo

Hospedeiro

Contexto étnico

Abcesso hepatico

NUmero de locais de
infecdo
Sindromes infeciosos
invulgares para K.

pneumoniae

Co-patdgenos no local da
infecéo

hvKp
Mais frequentemente na

comunidade

Todas as idades,
frequentemente saudaveis
Asia, ilhas do Pacifico,
Peninsula Ibérica

Ocorre normalmente na
auséncia de doenca biliar

Frequentemente multiplos

Endoftalmite, meningite,
abcesso cerebral, fascite
necrosante, abcesso
esplénico, abcesso
epidural

Raro, geralmente mono

microbiano

K. pneumoniae

Mais frequentemente num
ambiente de cuidados de
salde

Idosos, com algumas
morbilidades

Sem Contexto

Ocorre normalmente na
presenca de doenca biliar

Normalmente Unico

Nenhum

N&o é raro, especialmente
com infegdo abdominal, de
tecido mole ou de cateter

urinario
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6. Resisténcia Antimicrobiana

A emergéncia da Resisténcia Antimicrobiana (RAM) é um processo evolutivo
normal para microorganismos, bactérias, fungos, virus e parasitas, que é acelerada pela
pressdo seletiva exercida pela utilizacdo generalizada e uso indevido de antimicrobianos.
A associacdo entre a utilizagdo de antimicrobianos e resisténcia tem sido bem
documentada nas instalacdes de cuidados de satde, comunidades e paises (55,60). Estdo
a surgir novos mecanismos com RAM e a sua propagacdo a nivel mundial ameaca 0
tratamento de doengas infeciosas, resultando em doenca prolongada, incapacidade e
morte, aumentando assim o custo associado a cuidados de sadde (55,61). Além disso,
porque as bactérias sdo encontradas no ser humano, ecossistemas animal e ambiental,
alguns dos quais podem trocar genes que levam a RAM, é essencial compreender a
dindmica da RAM em diferentes setores, a fim de mitigar o seu impacto na satide humana

e para controlar rapidamente a sua propagagao (61,62).

K. pneumoniae adquire resisténcia a multiplos medicamentos antibacterianos
principalmente atraves de transferéncias horizontais de elementos genéticos moveis, tais
como transposons ou plasmideos. Isto significa que existem poucas opcOes restantes de
tratamento para infecOes por Klebsiella em muitas partes do mundo (7). Os isolados
possuem varios mecanismos para evitar a atividade B-lactdmica, como penicilinas,
cefalosporinas e Carbapenemos. Estes incluem a producdo de beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL), produgdo de AmpC [B-lactamase, producdo de metalo-p-lactamase
(MBL) e producdo de Carbapenemase. Outros mecanismos de resisténcia incluem
bombas de efluxo que aumentam a resisténcia ao cloranfenicol, macrolideos, quinolonas,
e B-lactamicos (7,63)

A 3°geracdo cefalosporinas, que tem sido o padrdo de tratamento intravenoso para
infecOes graves por K. pneumoniae nos hospitais, e carbapenems, sdo a Ultima opcéo de
tratamento de infe¢des graves quando as cefalosporinas ja ndo sdo fidveis devido a um

elevado proporc¢éo de resisténcia mediada por ESBL (63).
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RAM e estirpes virulentas sdo responsaveis por infecdes graves e aumento da
morbidade e mortalidade. Niveis elevados de RAM para varias combinac¢des importantes
entre antibiotico e bactérias, relatadas em 2020, mostram que a resisténcia continua a ser
um grave desafio na Unido Europeia/Espaco Econdémico Europeu (UE/EEE) (Fig.12). O
European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) estimou que, todos os
anos, ocorrem mais de 670 000 infeccGes na UE/EEE devido a bactérias resistentes a
antibidticos e que aproximadamente 33 000 pessoas morrem como consequéncia destas
infecdes. A nivel global, estima-se que 1,27 milhdes de mortes foram atribuiveis a RAM
em 2016 (64).

40
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20 - T

10 p—

Population-weighted EU/EEA mean
percentage of resistant isolates (%)

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 11 - Percentagem média ponderada pela populacgédo de
isolados resistentes entre os isolados invasivos bacterianos (na sua
maioria infe¢bes da corrente sanguinea), em 29 paises da UE/EEE,
entre 2014 e 2020. 1° linha - Espécies de Acinetobacter, resistentes ao
carbapenemos; 2° linha- Klebsiella pneumoniae, resistente a
cefalosporina de terceira geracdo; 3°linha- Pseudomonas aeruginosa,
resistente ao carbapenemos; 4° linha- Escherichia coli, resistente a
cefalosporina de terceira geracdo; 5°linha- Klebsiella pneumoniae,
resistente a carbapenemos (Nota: a legenda das linhas comeca na 1°
linha superior). A resisténcia antimicrobiana permanece alta e s6 mostra
mudancas lentas ou permanece estvel em bactérias comumente
responsaveis por infecdes associadas a saude (64).

33



6.1 p-lactamicos

A resisténcia das bactérias aos antibidticos [B-lactamicos surgiu depois da
penicilina ser amplamente utilizada para tratar infe¢oes. Alexander Fleming, em 1929, foi
0 primeiro a notar que algumas bactérias, como a K. pneumoniae, ndo eram inibidas pela

penicilina (5).

Os B-lactamicos sdo uma grande classe de antibidticos que incluem as penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemos e monobactam. Todos o0s antibidticos PB-lactdmicos
possuem acao bactericida. Eles atuam por inibi¢éo da sintese da parede celular bacteriana,
que é uma estrutura essencial da célula devido a manter a sua integridade, prevenindo-a

da lise osmotica (65).

A resisténcia aos antibidticos B-lactamicos, em bactérias Gram-negativas, pode
ocorrer por diferentes mecanismos, tais como a produgdo de B-lactamases, bombas de
efluxo, e alteracéo das proteinas de ligagdo a penicilina (PBP=penicillin binding protein),

sendo o primeiro o0 mais frequente (65).

Na Europa, segundo os dados do ECDC (66), a resisténcia de k. pneumoniae as
cefalosporinas de 3° geracdo atingiu um estado critico, assistindo-se a um aumento
significativo desde 2007 (Fig.13) A maioria dos paises encontra-se com taxas de isolados
resistentes acima dos 25%, observando-se taxas de 50% a 75% em paises como a Cro4cia,
Eslovaquia, Grécia, Italia, Polonia e Roménia. Numa situa¢do mais preocupante encontra-
se a Bulgaria com uma taxa acima dos 75% (Fig.14). Em Portugal a taxa de resisténcia
situa-se entre 0s 25% e os 50%, principalmente faixa etaria dos 19 aos 64 anos (Fig.13 e
15).
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Figura 12 - Percentagem de isolados de K. pneumoniae resistentes as
cefalosporinas de 3° geracdo na Europa em 2020 (66).
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Figura 13 - Percentagem de isolados de K. pneumoniae resistentes as
cefalosporinas de 3° geragdo na Europa (2005-2020) (66).

0 - - - -

Figura 14 - Percentagem de isolados de K. pneumoniae resistentes as
cefalosporinas de 3° geracéo por faixa etaria em Portugal (2020) (66).
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Para além da resisténcia as cefalosporinas, os dados do ultimo relatério do ECDC
revelam também uma taxa preocupante de resisténcia da K.pneumoniae aos
carbanepenemos, sendo esta a ultima linha de tratamento disponivel capaz de combater a
RAM. A resisténcia de K.pneumoniae aos carbapenemos na Europa, segundo os dados
do ECDC, encontra-se num estado de alerta. Embora se observe na maioria dos paises
taxas de isolados resistentes abaixo dos 25%, paises como a Bulgaria, Italia e Roménia
apresentam taxas preocupantes entre 0s 25% e 0s 50%. Numa taxa critica, acima dos 50%,
encontra-se a Grécia (Fig.16). Portugal tem taxas de isolados de K.pneumoniae resistentes
aos carbapenemos entre 0s 10% e os 25%, tendo havido um aumento significativo das

taxas desde 2012 (Fig.17) sendo a faixa etéria dos 19 aos 64 a mais afetada (Fig.18).

R - resistant isolates, percentage (%)

EEERERDO0O0OE

Figura 15 - Evolugdo anual, de 2005 a 2020, de isolados de K.
pneumoniae resistentes aos carbapenemos em Portugal (66).

_ /—'—'—”—— T~—

2005 2006 2007 200 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Year

Figura 16 - Percentagem de isolados de K.pneumoniae resistentes a
Carbapenemos na Europa (66).
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Figura 11 - Percentagem de isolados de K. pneumoniae resistentes aos
carbapenemos por faixa etaria em Portugal (2020) (66).

6.1.1 Beta-Lactamases

Atualmente, mais de 890 B-lactamases, frequentemente nomeadas como AmpC
enzimas, tém sido identificadas em isolados bacterianos. Estas enzimas foram separadas
em grupos, quer de acordo com as sequéncias de aminoacidos das enzimas ou de acordo
com as suas propriedades inativadoras, para diferentes classes de P-lactdmicos. O
esquema molecular de classificagao divide B-lactamases em quatro classes baseadas nas
sequéncias de aminoacidos de proteinas, enquanto que as numéricas Sa0 Qrupos
funcionais que foram atribuidos com base na hidrolise e perfis de inibicdo das enzimas.
Os principais grupos funcionais de importancia clinica atual encontram-se na Tabela 3,
onde 0s grupos enzimaticos sdo normalmente nomeados de acordo com a classe mais

importante de 3-lactdmicos que esta inativada (67,68).

A resisténcia aos B-lactdmicos é obtida através da hidrolise do anel B-lactdmico
do antibidtico por B-lactamases. Em K. pneumoniae, a resisténcia a alguns f-lactamicos

é codificada no genoma central da espécie (67).

Outras B-lactamases fazem parte do genoma acessorio. Este genoma também pode
conter plasmideos que codificam para enzimas AmpC que conferem resisténcia a maioria

das penicilinas (5, 67).
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Tabela 3 - Principais grupos de p-lactamases em bactérias Gram-negativas que
ameacam o papel dos antibiéticos p-lactamicos (67).

Grupo Classe Nome Resisténcia a
Funcional Molecular Antibioticos
1 C Cefalosporinase Penincilinas,
cefalosporinas
2b A Penincelinase Penincilinas,
cefalosporinas 1° geracdo
2be A [-lactamases de Penicilinas,
espectro alargado Cefalosporinas,
monobactamicos
2d D Cloxacilinase Penincilinas
2df D Carbapenamase Carbapenens e outros
beta-lactamicos
2f A Carbapenamase Todos os beta-lactamicos
3 B Metalo-  -lactamase = Todos os beta-lactamicos

exceto monobactamicos

6.1.1.1 p-lactamases de espetro alargado (ESBL)

A K. pneumoniae produtora de ESBL foi identificada pela primeira vez na Europa
em 1983 e nos Estados Unidos em 1989. Desde entéo, mais de 200 variantes de ESBL
foram identificadas, algumas das quais se espalharam rapidamente a nivel mundial. Além
disso, muitas variantes da ESBL inicialmente identificadas em K. pneumoniae tém
posteriormente sido transferidas para E. coli. K. pneumoniae produtora de ESBL €
resistente a todos os medicamentos antibacterianos beta-lactdmicos de espetro alargado,
tais como cefalosporinas e, para estas estirpes, os carbapenem séo a principal opcao de

tratamento (5).

Em 2013, os Centros de Controlo e Prevencdo de Doencas dos EUA (CDC; GA,
EUA) publicaram uma analise dos principais microrganismos resistentes a medicamentos
considerados ameacas nos EUA, dividindo-os em ameagas urgentes, graves e
preocupantes. Entre os patdgenos citados, encontra-se K. pneumoniae produtora de ESBL
(67).
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6.1.1.2 Cefalosporinase

Cefalosporinases, que também podem ser designadas por -lactamases AmpC,
sdo enzimas clinicamente importantes porque podem estar associadas a resisténcia de
uma ampla variedade de p-lactdmicos, exceto carbapenémicos e cefepima, uma
cefalosporina de 4° geragdo. As B-lactamases da classe AmpC hidrolisam penicilinas,
cefalosporinas e cefamicinas tais como cefoxitina ou cefotetan. Eles podem também
hidrolisar cefalosporinas de 3° geracdo como ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona e
monobactamas como 0 aztreonam, mas as taxas de hidrdlise para cefalosporinas de 4°

geragdo como cefepima, cefpiroma e carbapenémicos sdo muito baixas (65).

A diferenga entre as B-lactamases Ampc e ESBL é a capacidade de hidrolisar
cefamicinas e nao serem afetados pelos inibidores de [-lactamase disponiveis
(Manchanda e Singh, 2003). Plasmideos com genes para p-lactamases AmpC muitas
vezes contém multiplas resisténcias, incluindo genes para resisténcia a aminoglicosideos,
quinolonas, cloranfenicol, sulfonamida, tetraciclina e trimetoprima, bem como genes para

outras -lactamases (65).

O aumento da resisténcia a cefoxitina pode ser um indicador da atividade da
AmpC, mas a resisténcia a cefoxitina também pode ser mediada através de alterac6es da
permeabilidade da membrana externa (65).

6.1.1.3 Carbapenamases

K. pneumoniae € o produtor mais comum de carbapenemases (KPC), uma classe
de enzimas bacterianas capazes de inativar os carbapenems. KPC € a carbapenemase de
serina de classe A e é a carbapenemase mais frequente encontrada em K. pneumoniae
(50,69).

O uso extensivo de carbapenem levou a selecdo, evolucdo e disseminagédo
generalizada de estirpes da familia Enterobacteriaceae que albergam plasmideos
codificadores de carbapenem, entre os quais Klebsiella se tornou a principal espécie de

Enterobacteriaceae resistente a carbapenems (69).

KPC ¢é a principal causa de infecGes por bactérias resistentes ao carbapenem em
todo o mundo. Todos o0s genes importantes que podem conferir resisténcia ao

carbapenem, via carbapenemases, estdo presentes em K. pneumoniae. Para muitos
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doentes infetados com estas bactérias ndo ha tratamentos clinicamente eficazes (69). O
ultimo relatério de vigilancia de resisténcia antimicrobiana da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) anunciou que estirpes de K. pneumoniae resistente a carbapenem
apareceram em todas as regides da OMS, com algumas exibindo uma prevaléncia de 50%
(46, 70). A percentagem de K. pneumoniae resistente aos carbapenems continuou a
aumentar lentamente de 8% em 2014 para 10% em 2020, enquanto que as percentagens
de RAM diminuiram lentamente ou permaneceram geralmente estaveis para outras
bactérias (13).

A resisténcia aos carbapenems € impulsionada principalmente pelo genoma
acessorio, por vezes em combinacdo com mutacdes no genoma central. A resisténcia ao
carbapenem em K. pneumoniae pode ser mediada em parte através de uma regulagdo mais
rigorosa das bombas de efluxo e alteracdo dos poros exteriores da membrana no genoma
central , e hiperprodugdo de Enzimas ESBL ou B-lactamases Ampc no genoma acessorio
(5,71). O mecanismo de resisténcia ao carbapenem é realizado através de carbapenemases

mediadas por plasmideos (5).
6.2 Colistina

Colistina é um antibidticos da classe das polimixinas, utilizados para tratar
infecGes de bactérias Gram-negativas nas décadas de 1960 e 1970. A sua utilizacdo foi
interrompida devido a sua neurotoxicidade e nefrotoxicidade. No entanto, a RAM tornou

necessario regressar a utilizacdo de colistina como um antibiético de Gltimo recurso (5).

A resisténcia a Colistina em K. pneumoniae é geralmente causada por mutacdes
no genoma cromossomico, estes genes de resisténcia transmissiveis no genoma acessorio
sd0 uma grande preocupacao. Esta ocorre tipicamente através de mutacfes na regulacdo
dos genes, tais como mgrB, que regulam a modificacao dos lipidos A bacterianos, o alvo

dos antibidticos polimixinicos, diminuindo a capacidade de interacdo (5,72,73).
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7. OpcOes Terapéuticas Atuais Contra a
Multirresisténcia

As altas taxas de resisténcia a 32 geracdo de cefalosporinas relatadas para e K.
pneumoniae significam que o tratamento de infe¢Bes suscetiveis de serem causadas por
estas bactérias em muitos ambientes devem contar com os carbapenémicos, o Gltimo
recurso para tratar doencas graves adquiridas na comunidade e em infecdes hospitalares.
Estes antibacterianos sdo mais caros, podem ndo estar disponiveis em recursos limitados
configuragdes, e também sdo suscetiveis de acelerar ainda mais o desenvolvimento de
resisténcia. De grande preocupacdo é o facto de K. pneumoniae ser resistente também a
carbapenémicos pois foi identificada na maioria dos paises que forneceu dados, com

proporcdes de resisténcia até 54% (7).

Segundo um estudo realizado no Instituto de Medicina Militar, na Polonia, em
2016, as opcdes terapéuticas mais eficazes para a o tratamento de K. pneumoniae KPC
sdo0 a gentamicina, colistina, ou tigeciclina, enquanto infe¢bes induzidas pela bactéria com
ESBL demonstraram elevada suscetibilidade a maioria dos antibidticos, exceto colistina

e carbapenens (74) (Tabela 4).

Adquirir dados precisos sobre a suscetibilidade a antibiéticos e padrBes de
resisténcia permitem otimizar o tratamento hospitalar empirico de infecBes enquanto se

aguardam os resultados de testes microbiolégicos (7,74).
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Tabela 4 - Suscetibilidade e resisténcia de K. pneumoniae ESBL negativa (-), K.

pneumoniae ESBL positiva (+) e K. pneumoniae KPC a antibiéticos (74).

K.pneumoniae

K.pneumoniae

K.pneumoniae

ESBL- ESBL+ KPC

Antibidtico Suscetilidade | Resisténcia | Suscetilidade | Resisténcia | Suscetilidade | Resisténcia
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ceftazidima 98.4 1.6 0 100 0 100
Cefotaxima 100 0 0 100 0 100
Imipeneme 100 0 98 2 0 100
Meropeneme 100 0 98 2 0 100
Trimethoprim- 97.6 3 25.7 74.3 0 100

sulfamethoxazole
Piperacilina/ 91.3 11 4 96 0 100
Tazobactam

Ciprofloxacina 92.9 9 0 100 0 100
Gentamicina 97.6 3 22 78.2 100 100
Colistina 100 0 101 0 100 100
Tigeciclina 94.4 7 66.3 33.7 100 100
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8. Perspetivas Futuras

As estirpes resistentes a carbapenem e cefalosporinas de 3° geracdo sao
classificadas pela Lista de Patogénicos Prioritarios da OMS de bactérias resistentes a
antibidticos como prioridades criticas para a investigacao e desenvolvimento de novos e

eficazes tratamentos, nomeadamente antibiéticos (7,63) (Tabela 5).

Tabela 5 - Classificacdo prioritaria para a descoberta de novos antibioticos
segundo a ECDC, PHAC e WHO (63).
Classificacdo de Prioridade

Resisténcia ECDC PHAC WHO ECDC

(2013) (2015) (2017) (2019)

K.pneumoniae | Carbapenemes Urgente Elevado Critico Urgente
3° geracdo de Sério Elevado Critico Sério

cefalosporinas

A otimizacdo do uso de antimicrobianos é uma das cinco estratégias-chave no
Global Action Plano on Antimicrobial Resistance. Tém sido estimados que metade de
todos os antimicrobianos utilizados nos cuidados de saide humana nos paises que fazem
parte da ECDC podem ser considerados inadequados [64]. O consumo de antimicrobianos
é um dos principais motores da RAM, tanto em humanos como em animais (7,63).

Estudos ecoldgicos demonstraram relacdes quase lineares entre o consumo de
antibidticos e a prevaléncia da RAM. Mais recentemente, um relatério conjunto do
ECDC, European Food Safety Authority (EFSA), e EMA encontrou provas de
associacfes semelhantes entre o consumo de antimicrobianos e RAM em humanos e
animais produtores de alimentos. Programas de gestdo antibacteriana devem ser
implementados, aumentando a especificidade do diagndstico e limitacdo da duragdo de
tratamentos (7, 63).

8.1 Novos Farmacos

A importancia clinica mundial de K.pneumoniae e as taxas crescentes de RAM
levam a que a busca por novas estratégias terapéuticas seja imperativa. Alternativas
futuras para o tratamento de infecdes causadas por este patdgeno incluira inevitavelmente
compostos com atividade contra a viruléncia (5). Os biofilmes formados por

K.pneumoniae sdo uma preocupagdo ainda maior, uma vez que existe atualmente um
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namero reduzido de antibioticos altamente eficazes no tratamento de bactérias Gram-
negativas resistentes a carbapenem (63).

As alternativas antimicrobianas séo cada vez mais limitadas, por isso tém sido
estudadas novas estratégias, tais como a utilizacdo de mecanismos contra a capacidade de
viruléncia de k. pneumoniae que € considerada promissora por prever que exerca uma
pressdo seletiva muito mais baixa para o desenvolvimento da resisténcia do que 0s
proprios antimicrobianos. Isto ocorre devido ao fato de que, ao contrério dos antibidticos,
0s compostos de antiviruléncia ndo afetam a sobrevivéncia bacteriana, mas sim a
capacidade de causar danos ou doenca. Segundo os estudos do artigo “Global priority
pathogens: virulence, antimicrobial resistance and prospective treatment options”’, para
afetar a viruléncia de K. pneumoniae, os anticorpos monoclonais que visaam o fimbriae

tipo 3 séo utilizados para inibir a formacao de biofilme (63).
8.2 Estratégias da OMS e UE/EEE

A RAM leva ao aumento dos custos com os cuidados de salde, ao insucesso
terapéutico e, por vezes, a morte. A sua frequéncia crescente representa um problema
complexo resultante de multiplos fatores, entre os quais se encontra o uso indiscriminado
dos antibioticos. Trata-se de um problema grave, a escala mundial, que afeta tanto os
paises desenvolvidos como os em desenvolvimento. A progressdo da RAM poténcia o
aparecimento de infecBes multirresistentes, de tratamento dificil e oneroso e, por ser
irreversivel, ou de reversdao muito lenta, tornando-se particularmente preocupante (75).

A RAM foi considerada, pela OMS um problema prioritario, pelo que, desde
2001, instituiram medidas globais para o seu controlo, salientando-se a vigilancia da
resisténcia, a educacgdo dos prescritores, dos profissionais de salde e do grande publico e
a regulamentacdo da promocao de antibidticos pela industria farmacéutica (75).

O consumo global de antibi6ticos em seres humanos na Unido UE/EEE diminuiu
23% entre 2011 e 2020, especialmente durante a pandemia da doenca de Coronavirus
2019 (COVID-19), entre 2019 e 2020, o consumo medio total de antibidticos diminuiu
quase 18%. No entanto, a utilizacéo relativa de antibidticos de largo espectro aumentou
e uma variabilidade significativa entre paises sugere que ainda sdo possiveis reducgdes
(13).

Os paises da UE/EEE deram passos importantes nos ualtimos anos no

desenvolvimento e implementacdo de planos de acdo nacionais sobre a RMA, mas
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continuam a existir lacunas. As analises da ECDC sugerem que as principais prioridades

para a UE/EEE incluem:

Avaliagdo e monitorizagdo da implementacdo dos planos de agéo
nacionais;

Vigilancia integrada e alargada da RMA em bactérias provenientes de
seres humanos, animais e do ambiente;

Investimento em intervencdes eficazes de reducdo de custos, tais como
programas de gestdo antimicrobiana e prevencdo e controlo de infecdes
(13).

Os planos para uma nova iniciativa politica da UE para impulsionar a

implementagio do Plano de Acdo de Salde Unico da UE contra a RMA sio uma

oportunidade para o realizar:

Continuar a incentivar a descoberta de vacinas, tratamentos, incluindo
novos antibioticos, e testes, maximizando simultaneamente 0 acesso aos
recursos existentes, tais como antibiéticos com baixa disponibilidade;
Controlar o consumo de antibidticos e a RAM nas instala¢6es de cuidados
a longo prazo;

Estabelecer um sistema para partilhar e promover a implementacdo das
melhores préticas para combater a RMA.

Renovar o enfoque na cooperacao internacional em matéria de vigilancia

e regulamentacéo (13).
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Conclusao

K. pneumoniae adquiriu resisténcia a maltiplos medicamentos antibacterianos
principalmente através de transferéncias horizontais de elementos genéticos moveis. Esta
possui B-lactamases que evoluiram para ESBL, cefalosporinases e KPCs que sdo capazes

de inativar os b-lactamicos, nomeadamente as cefalosporinas e carbapenems.

O aparecimento de isolados resistentes a cefalosporinas tem crescido a um ritmo
acelerado, desde 2007 a 2020, sendo que a maioria dos paises europeus encontra-se com
taxas de isolados resistentes acima dos 25%. Por outro lado, o aparecimento de isolados
resistentes a carbapenems tem aumentando de forma preocupante, pois estes
antimicrobianos sdo atualmente utilizados como a Gltima linha de tratamento na maior
parte dos hospitais europeus, sendo que a maioria dos paises encontra-se com taxas de
isolados resistentes abaixo dos 25%. Estes dados demonstram que a situacao é bastante
preocupante e que seria importante haver dados precisos sobre os perfis de suscetibilidade
a antibidticos e padrdes de resisténcia, permitindo, assim, otimizar o tratamento hospitalar

empirico de infe¢bes enquanto se aguardam os resultados de testes microbioldgicos.

Alternativas futuras para o tratamento de infecfes causadas por este patdgeno
incluiem compostos com atividade contra a viruléncia, nomeadamente contra o biofilme.
A UE/EEE ira desenvolver e implementar planos de acdo nacionais sobre a RMA mais

fortes, de forma a evitar as lacunas existentes.

O papel do farmacéutico tanto a nivel hospitalar como a nivel comunitério é
fulcral para o controlo e monotorizacao da dispensa e uso dos antibi6ticos. Enquanto ndo
chegam a populagdo novos farmacos ou uma vacina contra K. pneumoniae a prevencao e
o controlo sdo a chave para que os valores de isolados resistentes ndo tenham tendéncia

crescente ao longo dos anos.
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