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​1. INTRODUÇÃO​

​Klebsiella​ ​pneumoniae​ ​é​ ​uma​ ​bactéria​ ​Gram-negativa,​ ​imóvel​ ​e​ ​anaeróbia​
​facultativa,​​pertencente​​à​​família​​Enterobacteriaceae​​.​​É​​caracterizada​​também​​por​
​sua​​ubiquidade,​​o​​que​​a​​torna​​prevalente​​em​​diversos​​ambientes​​e​​vários​​tipos​​de​
​superfícies​ ​(ROCHA​ ​et​ ​al.,​ ​2022).​ ​Esse​ ​atributo​ ​faz​ ​com​ ​que​ ​a​ ​K.​ ​pneumoniae​
​seja​ ​uma​ ​das​ ​principais​ ​causadoras​ ​de​ ​infecções​ ​oportunistas​ ​adquiridas​ ​no​
​ambiente​ ​hospitalar,​ ​provocando​ ​casos​ ​clínicos​ ​especialmente​ ​mais​ ​graves​ ​em​
​neonatos,​ ​idosos​ ​e​ ​pacientes​ ​imunocomprometidos.​ ​Dentre​ ​os​ ​quadros​
​desencadeados,​ ​destacam-se​ ​doenças​ ​associadas​ ​ao​ ​sistema​ ​respiratório,​
​urinário​ ​e​ ​gastrointestinal​ ​(ROCHA​ ​et​ ​al.,​ ​2022).​ ​Ademais,​ ​outros​ ​fatores​ ​que​
​contribuem​​fortemente​​para​​a​​permanência​​dessa​​espécie​​nesse​​tipo​​de​​local​​são​
​a sua capacidade de formação de biofilmes e resistência a antibióticos.​

​Diante​ ​desse​ ​cenário,​ ​a​ ​vigilância​ ​epidemiológica​ ​e​ ​genética​ ​de​ ​K.​
​pneumoniae​ ​em​ ​ambientes​ ​hospitalares​ ​torna-se​ ​fundamental,​ ​visto​ ​que​
​representa​ ​um​ ​grave​ ​risco​ ​à​ ​saúde​ ​pública​ ​devido​ ​ao​ ​seu​ ​perfil​​de​​resistência​​a​
​antibióticos​​(MOHD​​ASRI​​et​​al.,​​2021).​​Nesse​​contexto,​​destaca-se​​a​​produção​​de​
​enzimas​ ​pelas​ ​cepas​ ​de​ ​K.​ ​pneumoniae​ ​produtoras​ ​de​ ​carbapenemases​ ​(KPC),​
​as​ ​quais​ ​são​ ​capazes​ ​de​ ​hidrolisar​ ​carbapenêmicos​ ​-​ ​fármacos​ ​de​ ​última​ ​linha,​
​utilizados​ ​no​ ​tratamento​ ​de​ ​infecções​ ​graves​ ​(TSIOITIS​ ​et​ ​al.,​ ​2021).​ ​A​
​disseminação​ ​de​ ​genes​ ​codificadores​ ​dessas​ ​enzimas,​ ​frequentemente​
​localizados​ ​em​ ​plasmídeos​ ​conjugativos,​ ​favorece​ ​a​ ​transferência​ ​horizontal​ ​de​
​resistência​ ​entre​ ​diferentes​ ​cepas​ ​e​ ​espécies​ ​bacterianas,​ ​potencializando​ ​a​
​propagação​ ​de​ ​clones​ ​multirresistentes​ ​e​ ​limitando​ ​drasticamente​ ​as​ ​opções​
​terapêuticas disponíveis (ELAHI et al., 2019).​

​Sendo​​assim,​​o​​presente​​trabalho​​tem​​como​​objetivo​​determinar​​e​​analisar​​o​
​padrão​ ​filogenético​ ​de​ ​cepas​ ​de​ ​K.​ ​pneumoniae​ ​causadoras​ ​de​ ​infecções​
​relacionadas​​a​​assistência​​em​​saúde​​(IRAS),​​visando​​compreender​​os​​fatores​​que​
​favorecem​ ​a​ ​persistência​ ​e​ ​disseminação​ ​desse​ ​microrganismo​ ​em​ ​contextos​
​hospitalares,​ ​considerando​ ​dispositivos​ ​médicos,​ ​materiais​ ​de​ ​uso​ ​clínico​ ​e​
​interação humana.​

​2. METODOLOGIA​

​Essa​ ​pesquisa​ ​utilizou​ ​34​ ​isolados​ ​clínicos​ ​de​ ​K.​ ​pneumoniae​​,​ ​coletados​
​entre​ ​2015​ ​e​ ​2017,​ ​provenientes​ ​do​ ​Laboratório​ ​de​ ​Microbiologia​ ​do​ ​Hospital​
​Escola​ ​da​ ​Universidade​ ​Federal​ ​de​ ​Pelotas​ ​(HE​ ​-​ ​UFPel)​ ​e​ ​cedidos​ ​para​ ​o​
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​Laboratório​ ​de​ ​Bacteriologia​ ​e​ ​Bioensaios​ ​(LaBBio​ ​-​ ​UFPel).​ ​Para​ ​avaliação​ ​da​
​diversidade​​genética​​e​​da​​presença​​de​​clones​​entre​​diferentes​​isolados​​clínicos​​de​
​K.​ ​pneumoniae​​,​ ​foi​ ​realizada​​a​​técnica​​de​​eletroforese​​em​​gel​​de​​campo​​pulsado​
​(PFGE),​ ​a​ ​qual​ ​é​ ​comumente​ ​utilizada​ ​para​ ​a​ ​genotipagem​ ​de​ ​microrganismos​
​(​​NEO​​et​​al.,​​2019)​​e​​que,​​nesse​​estudo,​​determinou​​a​​similaridade​​genética​​entre​
​as​ ​amostras.​ ​Essa​​técnica​​permite​​a​​separação​​de​​fragmentos​​grandes​​de​​DNA​
​por​ ​meio​ ​de​ ​um​ ​campo​ ​elétrico​ ​alternado,​ ​com​ ​diferentes​ ​ângulos​ ​e​ ​a​ ​leitura​ ​é​
​feita​​em​​gel​​de​​agarose​​de​​acordo​​com​​a​​posição​​das​​bandas.​​Dessa​​maneira,​​a​
​partir​​da​​representação​​do​​genoma​​bacteriano​​de​​cada​​isolado,​​foi​​possível​​fazer​
​comparações para averiguar padrões de semelhança.​

​Os​​34​​isolados​​foram​​submetidos​​a​​amplificação​​do​​gene​​dna​​A​​por​​meio​​da​
​técnica​ ​de​ ​PCR​ ​para​ ​confirmação​ ​da​ ​espécie​ ​K.​ ​pneumoniae​​.​ ​Logo,​ ​para​ ​a​
​realização​ ​da​ ​técnica​ ​de​ ​PFGE,​ ​as​ ​amostras​ ​foram​ ​cultivadas​ ​em​ ​caldo​ ​Brain​
​Heart​ ​Infusion​ ​(BHI)​ ​a​ ​37ºC​ ​por​ ​18​ ​horas​ ​e​ ​a​ ​concentração​ ​da​ ​suspensão​ ​de​
​células​ ​bacterianas​ ​foi​ ​mensurada​ ​em​ ​espectrofotômetro​ ​até​ ​atingir​ ​uma​
​densidade​ ​óptica​ ​igual​ ​a​ ​3.​ ​Posteriormente,​ ​realizou-se​ ​a​ ​extração​ ​de​ ​DNA​ ​e​
​digestão​​com​​a​​enzima​​de​​restrição​​Xba​​I.​​Como​​marcador​​de​​peso​​molecular,​​foi​
​utilizado​ ​o​ ​DNA​ ​da​​cepa​​Salmonella​​sorotipo​​Braenderup​​H9812,​​o​​qual​​também​
​foi​​digerido​​com​​a​​enzima​​Xba​​I.​​As​​condições​​de​​eletroforese​​foram​​as​​seguintes:​
​corrida​ ​por​ ​18​ ​horas​ ​a​ ​6V/cm,​ ​temperatura​ ​de​ ​14°C​ ​e​ ​tempos​ ​de​ ​troca​
​eletroforética​​de​​6​​a​​36​​segundos.​​Os​​géis​​foram​​corados​​em​​solução​​de​​brometo​
​de​ ​etídio​ ​(0,5​ ​μg/mL)​ ​por​ ​20​ ​min,​ ​lavados​ ​com​ ​água​ ​destilada​ ​por​​40​​min​​e​​foto​
​documentados no Sistema L-PIX Touch (Loccus).​

​Os​ ​padrões​ ​de​ ​macro​ ​restrição​ ​foram​ ​analisados​ ​utilizando​ ​o​ ​software​
​Bionumerics​ ​(versão​ ​7.1,​ ​Applied​ ​Maths,​ ​Bélgica).​ ​Para​ ​a​ ​análise​ ​do​ ​padrão​ ​de​
​similaridade​ ​entre​ ​as​ ​cepas,​ ​calculou-se​ ​o​ ​Coeficiente​ ​de​ ​Similaridade​ ​de​ ​Dice​
​com tolerância de 1%.​

​3. RESULTADOS E DISCUSSÃO​

​Dentre​ ​as​ ​amostras​ ​analisadas,​ ​28​ ​revelaram​ ​a​ ​presença​ ​do​ ​gene​ ​dna​​A,​
​confirmando​ ​a​ ​espécie​ ​K.​ ​pneumoniae​ ​pela​ ​técnica​​de​​PCR​​convencional.​​Já​​os​
​resultados​ ​obtidos​ ​pela​ ​técnica​ ​de​ ​PFGE​ ​revelaram​ ​a​ ​presença​ ​de​ ​18​ ​clones​
​dentre​ ​os​​28​​isolados​​clínicos,​​que​​receberam​​denominação​​A​​-​​R​​(Figura​​1).​​Os​
​isolados​ ​são​ ​considerados​ ​clones​ ​quando​ ​apresentam​ ​≥80%​ ​de​ ​similaridade​
​genética.​ ​Dentre​ ​os​ ​clones,​ ​o​ ​principal​ ​grupamento​ ​foi​ ​o​ ​H,​ ​em​ ​28,56%​ ​(8)​ ​dos​
​isolados,​​estando​​presente​​em​​múltiplos​​pacientes​​entre​​os​​anos​​de​​2015​​a​​2017,​
​coletados​ ​de​ ​diversas​ ​origens​ ​(hemocultura,​ ​urocultura​ ​e​ ​escarro).​ ​Em​ ​seguida,​
​destaca-se​ ​o​ ​grupo​ ​K,​ ​clone​ ​detectado​ ​em​ ​10,71%​ ​(3)​ ​dos​ ​isolados,​ ​todos​
​coletados​ ​em​ ​2017​ ​em​ ​3​ ​pacientes​ ​e​ ​todos​ ​de​ ​aspirado​ ​traqueal.​ ​E​ ​o​ ​terceiro​
​clone​​mais​​frequente​​é​​o​​grupo​​O,​​com​​um​​padrão​​comum​​em​​2​​isolados​​(7,14%)​
​de dois pacientes, em coleta de escarro.​

​A​ ​semelhança​ ​acentuada​ ​entre​ ​a​ ​filogenia​ ​das​ ​amostras​ ​corrobora​ ​a​
​hipótese​ ​de​ ​que​ ​a​ ​disseminação​ ​clonal​ ​é​ ​uma​ ​das​ ​principais​ ​responsáveis​ ​pelo​
​aumento​ ​de​ ​cepas​ ​multirresistentes​ ​(MDR),​ ​extensivamente​ ​resistentes​ ​(XDR)​ ​e​
​pan-resistentes​ ​(PDR)​ ​(WOZEAK​ ​et​ ​al.,​ ​2024).​ ​Tal​ ​problemática​ ​dificulta​ ​e,​ ​por​
​vezes,​ ​impossibilita​ ​o​ ​tratamento​ ​para​ ​infecções​ ​desencadeadas​ ​por​ ​K.​
​pneumoniae​​,​ ​especialmente​ ​quando​ ​acomete​ ​neonatos,​ ​idosos​ ​ou​
​imunocomprometidos.​

​Somado​ ​a​ ​isso,​ ​o​ ​aumento​ ​de​ ​cepas​ ​produtoras​ ​de​ ​carbapenases​ ​por​ ​K.​
​pneumoniae​​,​ ​responsável​ ​pela​ ​resistência​ ​aos​ ​carbapenêmicos​ ​e​ ​a​ ​outros​



​beta-lactâmicos​​é​​favorecida​​pela​​aquisição​​do​​gene​​que​​codifica​​esta​​enzima​​por​
​parte​ ​de​ ​bactérias​ ​que,​ ​originalmente,​ ​não​ ​o​ ​possuem.​ ​Isso​ ​ocorre​ ​por​ ​meio​ ​de​
​mecanismos​ ​como​ ​transferência​ ​de​ ​elementos​ ​genéticos​ ​móveis​ ​entre​ ​espécies​
​bacterianas​​(DAVID​​et​​al.,​​2019),​​a​​qual​​é​​favorecida​​pela​​permanência​​de​​cepas​
​KPC no ambiente hospitalar.​

​A​​Organização​​Mundial​​da​​Saúde​​categorizou​​as​​enterobactérias​​produtoras​
​de​ ​carbapenemases​ ​como​ ​parte​ ​do​ ​grupo​ ​crítico​ ​na​ ​lista​ ​de​ ​patógenos​
​bacterianos​ ​prioritários​ ​divulgada​ ​em​ ​2024.​ ​Essa​ ​categoria​ ​contempla​ ​bactérias​
​que​ ​possuem​ ​escassas​ ​opções​ ​de​ ​tratamento,​ ​como​ ​a​ ​K.​ ​pneumoniae​​,​ ​fazendo​
​com​ ​que​ ​medidas​ ​para​ ​controle​ ​da​ ​disseminação​ ​se​ ​tornem​ ​imprescindíveis​
​(WHO, 2024).​

​Figura 1 - Dendrograma de 28 isolados de​​K. pneumoniae​​provenientes do​
​Hospital Escola (HE-UFPel), Pelotas, RS, Brasil. Isolados considerados clones​

​apresentaram similaridade ≥ 80%.​

​4. CONCLUSÕES​

​Os​ ​achados​ ​deste​ ​estudo​ ​evidenciam​ ​a​ ​urgência​ ​na​ ​implementação​ ​de​
​medidas​ ​mais​ ​eficazes​ ​para​ ​conter​ ​a​ ​disseminação​ ​de​ ​K.​ ​pneumoniae​ ​em​
​ambientes​ ​hospitalares.​ ​A​ ​adoção​ ​de​ ​protocolos​ ​rigorosos​ ​de​ ​controle​ ​é​
​fundamental​ ​para​ ​reduzir​ ​a​ ​incidência​ ​de​ ​IRAS​ ​não​ ​apenas​ ​por​ ​esse​ ​patógeno,​
​mas​ ​também​ ​por​ ​outros​ ​micro-organismos​ ​oportunistas.​ ​Ademais,​ ​a​
​caracterização​ ​genética​ ​dessas​ ​bactérias​ ​constitui​ ​uma​ ​ferramenta​ ​estratégica​



​para​​identificar​​determinantes​​moleculares​​de​​resistência​​e​​virulência,​​bem​​como,​
​para​ ​orientar​ ​o​ ​desenvolvimento​ ​de​ ​novos​ ​agentes​ ​antimicrobianos​ ​ou​ ​terapias​
​alternativas capazes de superar perfis de resistência cada vez mais complexos.​
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