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RESUMO 

 

PAZ, P.J.L. FORMAÇÃO DE BIOFILME, MULTIRRESISTÊNCIA AOS 
ANTIMICROBIANOS E DETECÇÃO DE GENES RELACIONADOS A 
PRODUÇÃO DE CARBAPENEMASES EM ESPÉCIES DE Klebsiella, 
DIAGNOSTICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS, ISOLADAS DE 
DIFERENTES INFECÇÕES CLÍNICAS EM CÃES. Botucatu – SP. 2026. 68p. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 
 
Klebsiella spp. são bactérias oportunistas patogênicas para animais e humanos, 
particularmente Klebsiella pneumoniae, frequentemente associada a infecções 
respiratórias, geniturinárias e sistêmicas em cães e adquiridas em ambientes 
hospitalares de humanos, resistentes ao tratamento com antimicrobianos 
convencionais. Neste cenário, a formação de biofilme, multirresistência aos 
antimicrobianos e genes relacionados a produção de carbapenemases foi 
investigada em 55 isolados de Klebsiella obtidos de diferentes infecções em 
cães. A identificação por espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) revelou 
predominância de K. pneumoniae (74,5%), seguida por K. variicola (20%), K. 
aerogenes (3,6%) e K. oxytoca (1,8%). As infecções mais frequentes foram de 
origem urinária (47,3%), reprodutiva (10,9%) e respiratória (9,1%), sem 
predileção por sexo, mas com maior ocorrência em animais adultos e velhos. No 
teste in vitro de sensibilidade microbiana, o cloranfenicol apresentou moderada 
eficácia (78,2%) frente aos isolados. Em contraste, foi observada elevada 
multirresistência dos isolados (36,4%), principalmente K. pneumoniae, 
particularmente para fluorquinolonas (enrofloxacino 45,5% e levofloxacino 
45,5%) e derivados β-lactâmicos (amoxicilina + ácido clavulânico 38.2% e 
cefalosporinas, i.e., cefalexina 45,5% e ceftriaxona 41,8%). A detecção 
fenotípica e molecular identificou o gene blaKPC em 1,8% (1/55) dos isolados, 
confirmando a presença de carbapenemase em cães no Brasil. A formação de 
biofilme foi observada em 100% dos isolados. A alta frequência de 
multirresistência dos isolados, particularmente K. pneumoniae, e a identificação 
genética de blaKPC, reforçam a necessidade do uso racional de antimicrobianos 
em animais, particularmente em virtude do estreito contato entre humanos e 
cães, e da necessidade de vigilância contínua da resistência bacteriana, 
problema emergente, de ordem mundial, no contexto de One Health. O presente 
estudo contribui com a identificação molecular de espécies de Klebsiella, com a 
vigilância da multirresistência de K. pneumoniae e formação de biofilme, em 
isolados obtidos de cães com diferentes infecções clínicas. 
 
Palavras-chave: animais de companhia, Klebsiella pneumoniae, 
carbapenemases, MALDI-TOF MS, bactérias multirresistentes. 
 

  



ABSTRACT 

 

PAZ, P.J.L. BIOFILM FORMATION, MULTIDRUG RESISTANCE, AND 

IDENTIFICATION OF GENES RELATED TO CARBAPENEMASE-

PRODUCING IN Klebsiella SPECIES, DIAGNOSED BY MASS 

SPECTROMETRY, ISOLATED FROM DISEASED DOGS. Botucatu – SP. 2025. 

68p. Qualificação (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 
Klebsiella spp. are opportunistic bacteria pathogenic for humans and animals, 

especially Klebsiella pneumoniae, which is often associated with respiratory, 

genitourinary, and systemic infections in dogs and acquired in human hospitals, 

frequently resistant to conventional antimicrobials. In this scenario, biofilm 

formation, multidrug resistance to antimicrobials and genes related to 

carbapenemases production were investigated among 55 Klebsiella isolates 

obtained from diseased dogs. Identification by mass spectrometry (MALDI-TOF 

MS) revealed a predominance of K. pneumoniae (74.5%), followed by K. variicola 

(20%), K. aerogenes (3.6%), and K. oxytoca (1.8%). The most frequent infections 

were urinary (47.3%), reproductive (10.9%), and respiratory (9.1%), with no 

predilection for sex, but with a higher occurrence in adult and elderly animals. In 

vitro susceptibility testing revealed that chloranfenicol showed moderate efficacy 

(78.2%) against the isolates. In contrast, high multidrug resistance was observed 

among isolates (36.4%), mainly K. pneumoniae, particularly to fluoroquinolones 

(enrofloxacin 45.5% and levofloxacin 45.5%) and β-lactam derivatives 

(amoxicillin + clavulanic acid 38.2% and cephalosporins, i.e., cephalexin 45.5% 

and ceftriaxone 41.8%). Phenotypic and molecular detection identified the 

blaKPC gene in 1.8% (1/55), confirming the presence of carbapenemases in dogs 

from Brazil. Biofilm formation was identified in 100% of isolates. The high 

multidrug resistance of isolates, particularly K. pneumoniae, and genetic 

identification of blaKPC, reinforce the need of rational use of antimicrobials in 

animals, especially owing to close contact between humans and dogs, in addition 

to the need of continuous vigilance of bacterial resistance, an emergent and 

global issue in One Health perspective. The present study contributes to 

molecular identification of Klebsiella species, vigilance of multidrug resistance of 

K. pneumoniae, and biofilm formation in isolates recovered from diseased dogs. 

 

Keywords: companion animals, Klebsiella pneumoniae, carbapenems, MALDI-

TOF MS, multidrug-resistant bacteria. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 1 

 2 

Klebsiella sp. são bactérias presentes no solo, água, plantas, matéria 3 

orgânica, e comensais do trato respiratório e digestório de humanos (Hu et al., 4 

2021; Sykes, 2023) e animais (Dai; Hu, 2022). Frequentemente estão 5 

associadas com infecções oportunistas transmitidas geralmente por via fecal-6 

oral para animais e humanos, embora seja possível a infecção do patógeno por 7 

via extraentérica para o trato geniturinário, glândulas mamárias e respiratória 8 

(Wyres; Lam; Holt, 2020).  9 

A patogenicidade de K. pneumoniae tem sido atribuída a diferentes 10 

fatores de virulência, incluindo sorotipos capsulares (K1 e K2), adesinas (fimH-11 

1, mrkD), sistemas de captação de ferro (sideróforos, iucC), lipopolissacarídeos 12 

da parede celular, bacteriocinas (entB) e resistência sérica (traT) (Wareth; 13 

Neubauer, 2021).  14 

Grande variedade de sinais clínicos estão relacionados às infecções por 15 

espécies de Klebsiella em animais domésticos, embora distúrbios urinários, 16 

respiratórios, mamários e do trato reprodutivo sejam mais frequentes (Schukken 17 

et al., 2012; Sykes, 2023).  18 

Em cães, as espécies K. pneumoniae e K. oxytoca têm sido 19 

predominantemente isoladas, por vezes associadas a sinais clínicos graves 20 

(pneumonia, encefalite, osteomielite, efusão pleural) e complicações como 21 

choque endotóxico e sepse (Sykes, 2023).  22 

O diagnóstico de rotina das espécies de Klebsiella nas diferentes 23 

infecções em animais tem sido baseado em métodos fenotípicos tradicionais 24 

(Quinn et al., 2011; Ribeiro et al., 2022) que, por vezes, não são suficientes para 25 

identificar todas as espécies do patógeno. (Soliman et al., 2024). 26 

Os principais antimicrobianos utilizados no tratamento de infecções por 27 

espécies de Klebsiella em cães são dos grupos ou classes dos 28 

aminoglicosídeos, fluorquinolonas, cefalosporinas, penicilinas e derivados beta-29 

lactâmicos e sulfonamidas (Sykes, 2023). 30 

A multirresistência aos antimicrobianos em bactérias de origem animal é 31 

considerada preocupação emergente em Saúde Única, de âmbito mundial 32 

(Araújo et al., 2023). Espécies de Klebsiella sp. estão incluídas na lista de 33 

prioridades de bactérias resistentes aos antimicrobianos, divulgada pela 34 
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Organização Mundial de Saúde (Who, 2023), comumente identificadas como 35 

multirresistentes (MDR), gerando grande desafio terapêutico e de controle no 36 

contexto de Saúde Única (Marques et al., 2019). Estudo retrospectivo no Brasil 37 

com isolados de Klebsiella sp. obtidos de animais domésticos revelou que a 38 

maior ocorrência de multirresistência dos isolados aos antimicrobianos foi 39 

observada em casos de mastite bovina, piometra em éguas, e infecções 40 

geniturinárias, diarreia e pneumonia em cães (Ribeiro et al., 2022).  41 

Em humanos, as infecções por espécies de Klebsiella têm sido 42 

adquiridas principalmente em hospitais, causando casos graves de pneumonia, 43 

sepse e encefalite, com alta mortalidade (Wyres; Lam; Holt, 2020; Lam et al., 44 

2021).  45 

A resistência de Klebsiella sp. aos antimicrobianos pode ocorrer por via 46 

genética (cromossomal ou por elementos genéticos móveis, e.g., plasmídeos, 47 

transposons, integrons), ou favorecida pela formação de biofilmes (Rather et al., 48 

2021; Asma et al., 2022).  49 

K. pneumoniae é usualmente resistente aos antimicrobianos 50 

convencionais, reconhecida por carrear e disseminar genes de resistência aos 51 

antimicrobianos entre as espécies de Klebsiella ou mesmo para outras bactérias 52 

gram-negativas, incluindo genes que codificam enzimas do grupo das 53 

carbapenemases (blaKPC, blaNDM e blaOXA-48). Desde 2013, o Centers for 54 

Diseases Control (CDC) dos EUA, considera que enterobactérias produtoras de 55 

carbapenemases são uma das três principais preocupações emergentes em 56 

Saúde Única, posto que apresentam crescente dispersão global, 57 

multirresistência aos antimicrobianos convencionais e causam infecções com 58 

altas taxas de morbimortalidade em humanos (Altayb et al., 2022; Juliet; 59 

Nachimuthu, 2025).  60 

As carbapenemases constituem grupo de enzimas capazes de hidrolisar 61 

os antimicrobianos β-lactâmicos, utilizados há décadas como eleição no 62 

tratamento de infecções em humanos causadas por bactérias gram-negativas 63 

multirresistentes (Pulss et al., 2018; Sheu et al., 2019). Apesar da produção de 64 

carbapenemases ser clinicamente relevante em Escherichia coli e Pseudomonas 65 

aeruginosa, os genes que codificam tais enzimas parecem predominar em 66 

isolados de K. pneumoniae, tornando essenciais estudos de vigilância da 67 

multirresistência do patógeno em isolados de origem humana e animal 68 
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(Meletiadis et al., 2021).  69 

Estudos investigando genes de K. pneumoniae associados com a 70 

produção de carbapenemases isoladas de animais de companhia são escassos, 71 

subdiagnosticados ou restritos a relatos de casos (Sellera et al., 2021). Tal fato 72 

gera preocupação quanto aos riscos dos cães e gatos servirem como 73 

disseminadores de K. pneumoniae multirresistentes, incluindo aos 74 

carbapenêmicos (Pulss et al., 2018), posto o crescente aumento de animais de 75 

companhia em todo o mundo e o estreito contato entre tutores com cães e gatos 76 

(Brilhante et al., 2021; Sellera et al., 2021).  77 

Diferentes mecanismos estão envolvidos com a capacidade de 78 

adaptação e desenvolvimento de resistência bacteriana à terapia antimicrobiana, 79 

incluindo variações de expressão gênica, alterações do metabolismo, limitação 80 

de nutrientes e produção de proteínas (Vestby et al., 2020). Neste contexto, os 81 

biofilmes se caracterizam como comunidade complexa e altamente organizada 82 

de bactérias aderidas a superfícies bióticas e abióticas, com a presença de 83 

polissacarídeos, proteínas e DNA, propiciando ambiente para a sobrevivência 84 

dos microrganismos e, principalmente, capazes de evadir da resposta imune do 85 

hospedeiro e de resistir aos antimicrobianos, antissépticos, desinfetantes e 86 

variações de temperatura. A formação do biofilme aumenta a persistência 87 

microbiana no ambiente, fômites e focos infecciosos, com destaque para a 88 

recalcitrância coletiva, definida como a capacidade dos biofilmes possibilitarem 89 

a sobrevida bacteriana em altas concentrações dos antimicrobianos, incluindo 90 

por espécies de Klebsiella. A formação de biofilme bacteriano está presente em 91 

infeções crônicas e recorrentes, dificultando o tratamento e contribuindo para as 92 

altas taxas de morbimortalidade nas infecções pelo patógeno (Uruén et al., 93 

2021). 94 

Nas últimas décadas, a emergência de isolados hipervirulentos de K. 95 

pneumoniae (hvKp) tem ampliado a relevância clínica desse patógeno, 96 

especialmente devido à capacidade de causar infecções invasivas graves em 97 

indivíduos imunocompetentes (Wang et al., 2020; Wyres et al., 2020). 98 

Diferentemente dos isolados associados às infecções nosocomiais e à 99 

resistência aos antimicrobianos convencionais, as hvKp caracterizam-se por 100 

repertório ampliado de fatores de virulência, incluindo a superprodução de 101 

cápsula polissacarídica regulada pelos genes rmpA e rmpA2, além de sistemas 102 
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eficientes de captação de ferro, como aerobactina, salmochelina e 103 

yersiniabactina (Lam et al., 2018; Nagendra et al., 2025b). Esses fatores de 104 

virulência conferem elevada capacidade de evasão imune, disseminação 105 

sistêmica e danos teciduais, estando frequentemente associados aos sorotipos 106 

capsulares K1 e K2. Mais recentemente, a convergência entre hipervirulência e 107 

resistência aos antimicrobianos, especialmente aos carbapenêmicos, tem sido 108 

descrita como preocupação emergente à saúde global, reforçando a 109 

necessidade de vigilância epidemiológica integrada no contexto de Saúde Única 110 

(Han et al., 2022; Pu et al., 2023). 111 

Considerando este cenário, o presente estudo investigou a formação de 112 

biofilmes, a ocorrência de resistência aos antimicrobianos e a presença dos 113 

principais genes relacionados a produção de carbapenemases (blaKPC e 114 

blaNDM), em isolados de Klebsiella obtidos de diferentes infecções clínicas em 115 

cães, com a detecção molecular em nível das espécies por espectrometria de 116 

massas.  117 

  118 
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