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RESUMO

PEREIRA, Simone Cardoso Lisboa, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2001. Caracterizacao molecular e de fatores de viruléncia de
Klebsiella sp. isoladas de dietas enterais. Orientadora: Maria Cristina Dantas
Vanetti. Conselheiros: Elza Fernandes de Araujo e José Maério da Silveira
Mezéncio.

A identificacdo morfo-tintorial e bioquimica de 21 isolados de Klebsiella
provenientes de amostras de dietas enterais artesanais revelou que 15 deles
pertenciam a espécie K. pneumoniae e seis a K. oxytoca. A sorotipagem de
K. pneumoniae identificou cinco isolados do sorotipo K5, um do sorotipo K4 e os
demais ndo foram sorotipados pelos antissoros dos grupos KI a K6. Os
resultados das analises por RAPD e da regido espagadora 16S-23S do rDNA
mostraram um polimorfismo acentuado entre os isolados de K. pneumoniae € um
polimorfismo menor entre os isolados de K. oxytoca. O fragmento de DNA, de
1420 pb, gerado pela amplificagdo da regido 16S do rDNA foi digerido por oito
endonucleases de restricao e resultou padrdoes de RFLP idénticos para todos os
isolados. As analises por RAPD e por PCR da regido espagadora do rDNA
mostraram-se apropriadas para avaliar a diversidade genética entre estes isolados.
A resisténcia a pelo menos dois antibidticos foi verificada em todos os isolados
de Klebsiella e maior prevaléncia de resisténcia foi verificada aos antibidticos

amoxacilina e ampicilina. Os isolados que apresentaram resisténcia a um maior
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numero de antibidticos pertenciam a espécie K. pneumoniae provenientes,
principalmente, do hospital B. A producdo de B-lactamase de espectro ampliado
ndo foi verificada em nenhum dos isolados avaliados. Observou-se que a
freqiiéncia de colonias mucdides entre as estirpes foi baixa (23,8%) e que a
producdo de capsula foi verificada, microscopicamente, somente nas estirpes,
cujas colonias apresentaram aspecto mucoide. K. pneumoniae apresentou maior
adesao em células Caco-2 e HEp-2 enquanto K. oxyfoca apresentou adesdo
expressiva apenas em células Caco-2. Porém, a invasdo de K. pneumoniae foi
constatada nas trés linhagens de células eucarioticas, apesar dos indices terem
sido baixos em relagdo aos de adesdo. Somente os isolados da espécie
K. pneumoniae apresentaram adesdo e invasao nas células HEp-2. De uma forma
geral, os indices de adesdo e invasdo foram maiores entre os isolados do hospital
A. Nas condi¢des usadas neste estudo, os isolados de Klebsiella nao
apresentaram atividade hemolitica, de fosfolipase e producdo de enterotoxina
termoestavel, assim como do sider6foro aerobactina. A inoculacao
intraperitoneal em camundongos sadios e imunodeprimidos com estirpes
selecionadas de Klebsiella para a determinagdo da DLsy, ndo promoveu a morte
dos animais, até uma concentragdo de 10 células por inoculagio. Quando
camundongos foram alimentados com dietas enterais ou ra¢cdo ndo se observou a
presenga de colonias tipicas de Klebsiella na analise de amostras do figado, baco,
coragdo, rim e pulmao dos animais. Entretanto, em amostras de figado e pulmao
dos camundongos dos grupos que receberam drogas imunodepressoras e, ou
antimicrobiana, alimentados ou ndo com dicta enteral contaminada com
6 x 10°UFC/animal de Klebsiella, a presenca de coldnias tipicas foi constatada.
Em animais que receberam somente a dieta contaminada, a translocagdo de
Klebsiella também foi observada. A andlise do perfil genético, por RAPD, de
isolados recuperados desses 6rgaos revelou similaridades com os padrdes de
bandas de DNA das estirpes de Klebsiella administradas aos animais, via oral. A
presenga de Klebsiella no figado de camundongos que ndo receberam fonte
exdgena de Klebsiella, mas que receberam a combinagdo de medicamentos,

sugere que estirpes da microbiota intestinal autdctone foram capazes de



translocar quando houve uma depressdo do sistema imunoldgico e uma
descontaminagdo seletiva, promovidas pelo corticoide e antibiotico,
respectivamente. A colonizagdo por Klebsiella, proveniente das dietas enterais,
no intestino também foi facilitada quando medicamentos imunodepressores e

antimicrobianos foram utilizados.
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ABSTRACT

PEREIRA, Simone Cardoso Lisboa, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2001. Pathogenicity of Klebsiella spp. isolated from enteral
formulae. Advisor: Maria Cristina Dantas Vanetti. Committee members: Elza
Fernandes de Araujo and José Mario da Silveira Mezéncio.

Biochemical testing and microscopic observations of stained cells were
used to identify 21 Klebsiella isolates from hospital enteral formulae. Fifteen of
the isolates were identified as K. pneumoniae and six as K. oxytoca. Serotyping
of K. pneumoniae identified five isolates belonging to serological group K5 and
one to serological group K4 while the rest could not be identified using the
antisera in serological groups K1 through K6. Results of RAPD analysis and of
the 16S-23S rDNA intergenic spacer revealed accentuated polymorphism among
the K. pneumoniae isolates and a lesser polymorphism among the K. oxytoca
isolates. The 1420 bp DNA fragment generated by amplification of the 16S
rDNA region digested with eight restriction endonucleases resulted in identical
RFLP patterns for all isolates. RAPD and PCR analyses of the rDNA intergenic
spacer were shown to be appropriate tools for evaluating genetic diversity among
the isolates. Resistance to at least two antibiotics was observed in all Klebsiella
isolates, with greater prevalence of resistance to amoxacillin and ampicillin.

K. pneumoniae isolates presented resistance to the greatest number of antibiotics,
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especially those isolated from Hospital B.  Broad-spectrum [-lactamase
production was not observed in any isolate. Presence of mucous was infrequent
(6.7%) and capsule production was only observed among the isolates that
presented moderate to intense mucous production. Adhesion and invasion were
observed in Caco-2 and HEp-2 cells, but not in VERO cells. Only K. pneumoniae
isolates adhered to and invaded HEp-2 cells. No hemolysin activity,
phospholipase activity, thermostable enterotoxin production or aerobactin
siderophore production were observed under the conditions used in this study.
Selected Klebsiella isolates were inoculated intraperitoneally in healthy and
immunodepressed mice to determine LDsy, but did not prove lethal,
demonstrating the avirulence of the isolates. When mice were given enteral
formula or animal feed, no typical Klebsiella colonies were observed in liver,
spleen, heart, and kidney or lung samples. However, typical colonies were
observed in liver and lung samples from animals that received immunodepressant
and/or antimicrobial drugs, regardless of whether or not the animals received
enteral formula contaminated with 6 x 10° CFU Klebsiella per animal. In animals
that only received the contaminated formula, translocation was also observed.
Genetic profile analysis of isolates retrieved from these organs by RAPD
revealed similarities to the DNA band patterns of the Klebsiella strains
administered orally to the animals, confirming pathogen translocation. Presence
of Klebsiella in livers of mice that did not receive an external source of
Klebsiella but that received a combination of medications suggests that
autochthonous intestinal microbial strains are able to translocate when the
immunological system is depressed as well as a selective decontamination
promoted by corticoids and antibiotics, respectively. Intestinal colonization by
Klebsiella isolated from enteral formula was also facilitated when

immunodepressant and antimicrobial medications were used.
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INTRODUCAO GERAL

A magnitude de doencas causadas por microrganismos em alimentos ¢
subestimada, tanto pelas pessoas em geral quanto por profissionais da area de
saude. Estima-se que, nos Estados Unidos, essas doengas resultem, anualmente,
em 325.000 hospitalizagdes, 5.000 mortes e perdas econdmicas da ordem de
cinco bilhdes de dolares (DOYLE, 2000). Além disso, os surtos relatados que
envolvem poucos individuos sdo, geralmente, investigados de forma inadequada.

A transmissdo de microrganismos patogénicos ou potencialmente
patogénicos, via alimentos, ¢ particularmente importante quando ocorre em
individuos hospitalizados. Aproximadamente 50% das infecgcdes que acometem
pacientes hospitalizados sdo causadas por microrganismos hospitalares que
colonizam o trato gastrointestinal (SHOOTER et al., 1971). Apesar disso, pouca
importancia ¢ dada aos alimentos como fonte de microrganismos capazes de
causar infecgdes hospitalares (ARIAS et al., 1998).

Pacientes em tratamentos intensivos, muitas vezes, necessitam de um
suporte nutricional por dietas enterais. S3o pacientes que possuem o trato
gastrointestinal funcionante, mas que, em razdo de patologias e, ou cirurgias,
estao impossibilitados de alimentar-se por via oral (COSTA et al., 1998). A dieta
¢ administrada por uma sonda que, normalmente, finaliza no duodeno ou jejuno,

ultrapassando a barreira acida do estomago. Nesse meio, em pH alcalino, os



microrganismos contaminantes podem proliferar e colonizar o intestino, cuja
microbiota residente pode ter sido diminuida pelo uso sistémico de antibidticos
(ARIAS et al., 1998). Além disso, essa colonizacdo pode ser facilitada pela
reducdo do peristaltismo, que ocorre em resposta ao uso desse medicamento.

As condigdes de preparo, estocagem, transporte e administragao das dietas
enterais podem permitir a contaminag@o € o crescimento microbiano. A ingestao
de dietas enterais contaminadas pode comprometer a evolugdo clinica dos
pacientes e resultar em complicagdes terapéuticas, tais como vOmitos, distensao
abdominal, pneumonia, diarréia, colonizagdo do trato gastrointestinal e
septicemia, contribuindo para um aumento significativo do tempo de
permanéncia hospitalar e da taxa de letalidade (ARIAS et al., 1998).

Pacientes que receberam dietas enterais contaminadas com aerdbios
mesofilos, coliformes totais e Escherichia coli, apresentaram sintomas de
gastroenterites 10,5 vezes mais do que aqueles que receberam as dietas ndo
contaminadas (NAVAJAS et al., 1992). A gravidade dessa contaminacdo ¢
acentuada em pacientes que estdio em tratamento com antibidticos de
administracao sist€émica. Nessa condicao, a resisténcia a colonizacao intestinal ¢é
menor, uma vez que a microbiota competitiva foi eliminada ou reduzida (ARIAS
et al., 1998; ASENSIO et al., 2000).

Viérios autores relataram a contaminagdo de dietas enterais por bactérias
Gram-negativas como Klebsiella sp. (SCHOOTER et al., 1971; CASEWELL e
PHILLIPS, 1978; MONTGOMERIE, 1979; COOKE et al., 1980; THURN et al.,
1990; COSTA et al., 1998; OKUMA et al., 2000), Enterobacter cloacae
(CASEWELL et al., 1981; LEVY et al., 1989, THURN et al., 1990; COSTA et
al.,1998; ARIAS et al., 1999), E. coli (SCHOOTER et al., 1971; ARIAS et
al.,1998; ARIAS et al., 1999), Pseudomonas aeruginosa (SCHOOTER et al.,
1971; ARIAS et al., 1999), Acinetobacter sp. (OKUMA et al., 2000), Serratia
marcescens (THURN et al., 1990; ARIAS et al., 1999) e Salmonella Enteritidis
(GILL e GILL, 1981). Bactérias Gram-positivas sdo encontradas menos

freqiientemente em dietas enterais (ARIAS et al., 1998).



CASEWELL e PHILLIPS (1978) encontraram que, em 47 amostras de
dietas enterais, 32 (68%) estavam contaminadas com 10* UFC de Klebsiella sp.
por mililitro. Nesse estudo, a presenca de Klebsiella foi também verificada em
equipamentos, utensilios e superficies de trabalho no setor de nutricao e dietética
dos hospitais e os resultados mostraram que os isolados tinham o mesmo tipo
capsular daqueles isolados das dietas enterais. Klebsiella sp. foi também o
contaminante mais freqliente em manipuladores, utensilios e superficies de
trabalho de um servico de alimentagdo hospitalar do municipio de Vigosa, MG
(LISBOA, 1997).

MATHUS-VLIEGEN et al. (2000) avaliaram a contaminagao de frascos e
aparelhos de bombeamento de dietas enterais apds 24 horas do inicio da
administracdo da dieta, nos pacientes em tratamento intensivo e constataram que
4% dos frascos e 74% dos aparelhos apresentavam contaminacdo superior a
10> UFC/mL. Os isolados mais freqiientes foram K. oxytoca, E. cloacae e

enterococos.

O género Klebsiella

Klebsiella pneumoiae foi descrita pela primeira vez, em 1882 por Frieldlander e
denominada inicialmente de Bacillus frieldlaenderi e posteriormente, Bacterium
pneumoniacum. A denominacao de Klebsiella foi dada ao género em homenagem ao
bacteriologista alemdo Edwin Klebs e, inicialmente, compreendia as espécies:
K. pneumoniae, K. ozaenae e K. rhinoscleromatis. Entretanto, com a introducao
de técnicas de hibridizagdo do acido desoxiribonucléico (DNA), ficou
demonstrado que essas espécies bacterianas possuiam seqiiéncias de DNA
homoélogas (BRENNER et al., 1972), pertencendo assim a mesma espécie,
K. pneumoniae. Os isolados de K. pmneumoniae passaram entdo a ser
classificados em trés subespécies: K. pneumoniae subsp. pneumoniae,
K. pneumoniae subsp. ozaenae e K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis.
Estudos moleculares adicionais a hibridizacdo de DNA, descreveram outras

espécies do género: K. oxytoca (BRENNER et al., 1972), K. planticola



(BAGLEY et al., 1981), anteriormente designada K. trevisannii, K. terrigena
(IZARD et al., 1981) e K. ornithinolytica (SAKAZAKI et al., 1989).

As bactérias do género Klebsiella sdo encontradas amplamente
distribuidas na natureza, tendo sido isoladas do solo, de vegetais e dgua e de
humanos e animais, como colonizadores do trato gastrointestinal (PODSCHUM
e ULLMANN, 1998). Ja foi identificada como principal componente da
microbiota em varios tipos de ambientes hostis € ndo clinicos, como aguas que
recebem residuos industriais (CAPLENAS et al., 1981), alimentos com altas
concentragdes de acucar e acido (MUNDT et al., 1978) e sucos de laranja
concentrados e congelados (FUENTES et al., 1985).

Em humanos, Klebsiella sp. pode ser encontrada em individuos sadios
residentes urbanos, trabalhadores de hospitais e pacientes, numa propor¢ao que
varia entre 30 a 37% sendo 29 a 35% de origem entérica e 3 ou 4% encontrados
orofaringe (DAVIS e MATSEN, 1974).

Klebsiella sp. ¢ um paradigma de patogeno oportunista entre os bacilos
Gram-negativos, sendo uma das principais bactérias responsaveis por infecgdes
hospitalares. Em ambientes hospitalares essa bactéria tem sido descrita como
agente etioldgico de infeccdes do trato urinario, corrente sangiiinea, trato
respiratorio baixo, via biliar e feridas cirtrgicas. Outras infec¢des como
endocardite, diarréia e meningite também podem ser causadas por esse agente
(MEYER et al., 1993). Depois de E. coli, Klebsiella sp. ¢ a causa mais comum
de septicemia provocada por bactérias Gram-negativas, com taxa de letalidade
de até 50% (HANSEN et al., 1998).

Desde a ultima década, surtos de infeccdo por K. pneumoniae em
hospitais, sdo registrados com uma freqiiéncia crescente (LHOPITAL et al.,
1997). No Brasil, de acordo com o primeiro diagndstico das infeccdes
hospitalares realizado em 1994, pelo Ministério da Saude, 18,1% das bactérias
encontradas nas infec¢des hospitalares foram Klebsiella sp., superadas somente
por P. aeruginosa, presente em 19,6% dos casos avaliados (BRASIL, 1995).

Klebsiella sp. pode causar infecgao em humanos, variando de colonizagao

assintomadtica do trato intestinal, urindrio ou respiratorio a septicemia. Infecgdes



comunitarias e nosocomiais por Klebsiella sdo causadas principalmente por
K. pneumoniae e K. oxytoca, numa propor¢do de dois para um
(BAUERNFEIND et al., 1981). Infec¢des por K. planticola sdo ocasionais
(PODSCHUN e ULLMANN, 1998) e por K. terrigena sao excepcionais
(PODSCHUN et al., 2000). K. pneumoniae pode causar pneumonia lobar, que ¢
uma doenga grave, com altas taxas de fatalidade, de origem comunitaria, que
atinge freqiientemente pessoas com doencas de base especificas como por
exemplo, diabete mellitus e doenga pulmonar obstrutiva cronica ou alcoolismo
por meio do refluxo de alimentos (conseqiiéncia do alcolismo), pois esses
individuos apresentam depressdao dos mecanismos de defesa das vias aéreas
superiores. O tipo capsular K1 ¢ mais freqiientemente isolado nessas situagoes,
embora os tipos K2 a K6, considerados endémicos em hospitais, também possam
estar envolvidos (EICKOFF et al., 1966; @RSKOV, 1981).

Os fatores que predispdem as infec¢des hospitalares por K. pneumoniae
ou K. oxytoca sao: idade avancada; alcoolismo cronico; doengas pulmonares,
renais e cardiacas cronicas ou doengas neoplasicas (FELDMAN et al., 1990).

Embora K. pneumoniae seja raramente implicada como causa de
gastroenterites via alimentos e ndo ¢ comumente considerada como
enteropatogeno, ha estudos que relatam essa bactéria como agente causal de
gastroenterites. RENNIE et al. (1990) reportaram um surto, em que as
informagdes como, periodo de incubagdo, sintomas predominantes ¢ o alimento
envolvido, indicavam uma gastroenterite causada por Clostridium perfringens.
Porém, a analise do padrao plasmidial e de enterotoxina em amostras fecais e do
alimento, sugeriram K. pneumoniae como agente causal da sindrome.
K. pneumoniae foi isolada em 12% dos casos de diarréia aguda em criangas com
menos de trés anos (ANANTHAN et al., 1999). Oito (67%) desses isolados
foram caracterizados como enterotoxigénicos e apresentaram resisténcia a cinco
antibidticos:  ampicilina,  estreptomicina, ceftazidima, cefuroxima e
cotrimoxazole; e sensibilidade somente a antibioticos da classe quinolona.

Isolados de K. pneumoniae de criangas com diarréia apresentaram mecanismos



incomuns de adesdo a células da mucosa intestinal sugerindo a possibilidade de
um novo mecanismo de viruléncia (NIYOGTI et al., 2000)

Pela primeira vez registrado na literatura, SABOTA et al. (1998)
reportaram K. pneumoniae como um patéogeno de origem alimentar
enteroinvasivo, em uma pessoa sadia. A infec¢ao alimentar resultou do consumo
de hamburguer, sendo que os isolados de sangue e do produto tinham o mesmo
padrao plasmidial, bioquimico, sensibilidade a antimicrobianos e produziram
enterotoxinas termossensiveis. A infec¢do alimentar provocou a internagdo do
individuo em unidade de tratamento intensivo, com episddio de septicemia, que
evoluiu para disfuncdo organica multipla: colapso cardiovascular; faléncia

respiratoria, renal e hepatica e coagulacao intravascular disseminada.

Métodos de tipagem de Klebsiella

Métodos como a biotipagem, sorotipagem, fagotipagem, tipagem por
bacteriocinas e tipagem molecular t€ém sido usados com graus variados de
sucesso na tipagem de Klebsiella.

A biotipagem baseia-se num painel extenso de testes culturais e
bioquimicos e ¢, certamente, um método mais pratico para laboratérios que nao
sdo equipados satisfatoriamente para estudos epidemioldgicos. A biotipagem
pode ser conduzida utilizando testes convencionais, em tubos de cultura
(HAVERKORN e MICHEL, 1979) ou combinados a sistemas miniaturizados,
disponiveis comercialmente, como API20E (PODSCHUN et al.,, 1986).
Entretanto, em razdo do grande numero de reagdes a serem testadas e tempos
longos de cultivo, a biotipagem de Klebsiella ndo ¢ muito sustentavel como uma
ferramenta epidemiologica.

A sorotipagem, amplamente utilizada para tipagem de Klebsiella sp., ¢
baseada na caracterizagdo de acordo com o antigeno capsular (JRSKOV e
@RSKOV, 1984). Klebsiella usualmente possui uma capsula de polissacarideo

que confere um aspecto mucdide caracteristico a colonia. Dos 82 antigenos



capsulares descritos, 77 tipos formam a base para um esquema de antigenos de
capsulas, internacionalmente reconhecido (PODSCHUN e ULLMANN, 1998).
Além desses, 12 diferentes tipos de antigenos O tém sido descritos, mas sdo de
dificil classificagdo pois sua determinagdo ¢ dificultada pela instabilidade da
capsula ao calor (JRSKOV e¢ @RSKOV, 1984). A tipagem capsular por
contraste apresenta reprodutibilidade satisfatéria e € capaz de diferenciar muitos
isolados clinicos (AYLING-SMITH e PITT, 1990). Entre as desvantagens desse
método citam-se o grande nimero de reagdes sorologicas cruzadas ou a presenca
de determinantes antigénicos comuns que ocorrem entre os 77 tipos capsulares.
Como a maioria dos antissoros anti-capsulares ndo sdo disponiveis
comercialmente, essa técnica, geralmente, ¢ conduzida em laboratorios
especializados.

Em contraste a tipagem dos antigenos K, praticamente nenhum outro
processo bioquimico, sensibilidade a bacteriocina ou fagotipagem, sdo
suficientemente discriminatorias e reproduziveis para propositos epidemioldgicos
(PODSCHUN e ULLMANN, 1998). O uso combinado de biotipagem e tipagem
capsular capacita a diferenciagdo de um grande nuimero de biosorotipos
(RENNIE e DUNCAN, 1974).

A caracterizacdo genotipica de Klebsiella sp., assim como de outras
bactérias de importancia clinica, ¢ de grande relevancia epidemiologica na satde
publica. Os métodos recentemente utilizados nessa caracterizagdo, sao: analise
de DNA gendmico por eletroforese em gel em campo pulsado-PFGE
(CHETOUI et al., 1999; CHANG et al., 2000; SU et al., 2000; TRAUB et al.,
2000) e por polimorfismo de DNA amplificado ao acaso-RAPD (LHOPITAL et
al., 1997; SHANNON et al., 1998; HURTADO ¢ RODRIGUEZ-VALERA,
1999; YOUSSEF et al., 1999), andlise de perfil de DNA plasmidial (GLATMAN
et al., 1994; MONTEROS et al, 1994; YOUSSEF et al., 1999) e de
polimorfismo de rDNA (BERMUDE et al.,, 1997, LHOPITAL et al., 1997;
SARUTA et al., 1997; BRISSE et al., 2000).

A técnica PFGE tem demonstrado ser eficiente na caracterizagdo

genotipica de Klebsiella e a principal vantagem ¢ a alta reproducdo dos padroes



obtidos (LHOPITAL et al., 1997, CHETOUI et al., 1999; CHANG et al., 2000;
SU et al., 2000; TRAUB et al., 2000).

A analise de DNA amplificado ao acaso -RAPD ¢ apropriada para estudos
de epidemiologia molecular, onde objetivam-se caracterizar geneticamente,
diferentes estirpes em uma dada espécie (LHOPITAL et al., 1997; HURTADO e
RODRIGUEZ-VALERA, 1999). Esse método baseia-se na amplificacio de
DNA total, com um unico oligonucleotideo iniciador de seqiiéncia aleatoria,
geralmente de 10 nucleotideos, sob condi¢des que favorecem o anelamento.
EISEN et al. (1995) constataram quatro padroes RAPD distintos entre 48 estirpes
de K. pneumoniae de infeccdes nosocomiais isoladas em um hospital na
Australia, com resisténcia multipla a antibidticos, utilizando dois
oligonucleotideos. Em outro estudo envolvendo marcadores moleculares para
diferenciacdo de estirpes nosocomiais de K. pneumoniae, realizado em um
hospital pediatrico na Franga, os autores observaram seis padroes RAPD distintos
entre os 22 isolados clinicos estudados (LHOPITAL et al., 1997). Com o objetivo
de caracterizar estirpes clinicas de K. pneumoniae isoladas de criangas com
desnutricdo em uma comunidade americana foram analisadas quanto ao perfil
plasmidial, de susceptibilidade a antimicrobianos e a técnica RAPD (YOUSSEF
et al., 1999). Os resultados mostraram que o RAPD foi mais sensivel na tipagem
e na diferenciacdo das estirpes, pois aquelas com os mesmos antibiotipos € o
mesmo perfil plasmidial, apresentaram padrdes de bandas de DNA diferentes.

O numero e tamanho de plasmideos e/ou seus fragmentos gerados por
endonucleases de restricao, sdo avaliados com freqiiéncia, uma vez que, varios
determinantes genéticos de patogenicidade estdo contidos nesses elementos.
Porém, a determinagao de padrao plasmidial para diferenciacao genética possui a
desvantagem de limitar-se a estirpes que contém plasmideos. A instabilidade dos
plasmideos e o fato de serem elementos genéticos transmissiveis, resultam em
uma técnica com baixa reprodutibilidade (LHOPITAL et al., 1997).

A analise por RFLP do rDNA que codifica a subunidade 16S do RNA,
assim como a andlise por PCR da regido espacadora do rDNA tém sido

ferramentas empregadas e com alta reprodutibilidade, na caracterizacdo genética



de Klebsiella (LHOPITAL et al., 1997, SARUTA et al., 1997, STTEPHAN et
al., 2001). Essa andlise ¢ baseada em reagdes de PCR de regides especificas do
cromossomo. Genes que codificam rRNA (16S, 23S e 5S) em bactérias, estdo
organizados em operons rrn multicopias. Estratégias de ribotipagem-PCR sdo
reportadas utilizando oligonucleotideos iniciadores complementares as
seqiiéncias que codificam os RNAs ribossomais 16S e 23S (STTEPHAN et al.,
2001).

Resisténcia de Klebsiella a antibioticos

Como a maioria dos bacilos Gram-negativos hospitalares, estirpes de
Klebsiella podem apresentar resisténcia multipla a antimicrobianos, constituindo-
se uma fonte importante de disseminagdo de genes que conferem resisténcia a
antibidticos no ambiente hospitalar. As mudangas relativamente rapidas no
padrdo de susceptibilidade a antibioticos em isolados clinicos de K. pneumoniae
e a descricdo cada vez maior de surtos hospitalares causados por esses agentes,
chamam a atencdo para a importancia que esse patdogeno oportunista pode
assumir no ambiente hospitalar (GALES, 1997).

Estirpes de K. oxytoca e K. pneumoniae sdo naturalmente resistentes a
ampicilina e carbenicilina e susceptiveis a outros antibioticos B-lactamicos. Essa
resisténcia ¢ atribuida a producao de uma penicilinase, codificada por um gene
localizado no cromossomo, € que ¢ inibida por acido clavulanico. Uma pequena
zona de inibi¢do, ao redor de um disco contendo 100 pg de carbenicilina, ¢
tipico e caracteriza esse fenotipo (JARLIER, 1985). Além disso, K. pneumoniae
¢, geralmente, susceptivel a colistina, acido nalidixico, quinolona e associacao de
trimetroprina-sulfametoxazol (WATANABE et al.,, 1980) e, susceptiveis a
aminoglicosideos.

A resisténcia adquirida por K. pneumoniae freqiientemente, ¢ atribuida a
atividade de B-lactamases determinadas por plasmideos que conferem resisténcia

a carbenicilina, ureidopenicilinas, cefalotina, cefamandole e cefuroxime



(JARLIER, 1985). No inicio dos anos 80, foi relatado na Alemanha o isolamento
de estirpes de K. pneumoniae produtoras de -lactamases, codificadas por genes
plasmidiais, identificadas como enzimas TEM-1, TEM-2 e TESHV-1 e que
conferiam resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro e a monobactans
(KOTHE et al., 1983). Posteriormente, essas enzimas receberam a denominagao
de P-lactamases de espectro ampliado ("extended-spectrum [-lactamases-
ESBL"), pois conferiam resisténcia a um maior nimero de antimicrobianos.
Essas enzimas ndo reconhecem as cefamicinas e os carbapenens como substrato
e, bactérias produtoras dessas [-lactamases permanecem sensiveis, in vitro, a
acdo dessas drogas. Outra caracteristica fenotipica importante dos organismos
produtores dessas enzimas, ¢ a sensibilidade a acdo dos inibidores de
[-lactamases, como sulbactam, 4cido clavulanico e tazobactam (SHANNON et
al., 1990). Apesar das ESBL terem sido descritas inicialmente em isolados do
género Klebsiella, outras bactérias da familia Enterobacteriaceae, tais como
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Morganella morganii e
espécies de Enterobacter e Citrobacter sdo produtoras desse tipo de B-lactamases
(De CHAMPS et al., 1991).

A ocorréncia de infec¢des hospitalares causadas por K. prneumoniae que
expressam as ESBL tem aumentado desde o primeiro surto registrado em 1984
(RITTER et al., 1992). No Brasil, a prevaléncia de amostras de K. pneumoniae
produtoras de ESBL ja chega a 39% (GALES, 1997).

As mudancas no padrdo de susceptibilidade a antibidticos em isolados
clinicos de K. pneumoniae sio relativamente rapidas. YIGIT et al. (2001)
identificaram uma [-lactamase produzida por estirpes de K. pneumoniae, que
hidroliza carbapenem e ¢ codificada por um gene presente em um plasmideo de
50 Kb. A emergéncia de resisténcia a antibidticos anteriormente eficientes no
tratamento de infecgdes hospitalares por K. pneumoniae, como o imipinem foi

constatada em isolados clinicos (CAO et al., 2001).
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Fatores de viruléncia em Klebsiella

Estirpes de K. pneumoniae podem conter uma combinagao de fatores de
viruléncia, dos quais os mais importantes sdo: a natureza da capsula de
polissacarideos da membrana externa, fimbrias mediadoras de aderéncia, o
sistema aerobactina e aspecto mucoide das colonias (VERNET et al., 1992;
1995). Outros fatores de viruléncia também sao relatados como a hemolisina
(CAMPRUBI et al., 1990), enterotoxinas termoldbeis e termoestaveis
(WADSTROM et al., 1976; KLIPSTEIN et al., 1983), lipopolissacarideos
(WILLIAMS e TOMAS, 1990) e produgao de fosfolipases (SINGH et al., 1999).

O primeiro fator de viruléncia descrito para células do género Klebsiella
foi a capsula, constituida de polissacarideos e que circunda a célula. POLLACK
(1976) encontrou concentragdes detectaveis de polissacarideos capsulares em
sangue de pacientes infectados por K. pneumoniae e sugeriu a correlacdo entre
antigenicidade e severidade de infec¢do. Essa capsula produzida por Klebsiella é
composta de polissacarideo acidico complexo e ¢ essencial para viruléncia
(DRSKOV e @RSKOV, 1984) .

SIMOONS-SMIT et al. (1984) estudaram a viruléncia de isolados clinicos
de Klebsiella em um modelo, utilizando camundongos, e mostraram que estirpes
com antigenos capsulares K1, K2, K4 e K5 eram mais virulentas do que estirpes
com antigeno capsular igual ou maior a K6. Tentativas para estabelecer a
correlagdo entre sorotipos de Klebsiella e o sitio de infec¢do ou sintomas clinicos
tém produzido resultados contraditorios. Muitos relatos concordam, entretanto,
que o sorotipo K2 estd entre os mais importantes tipos capsulares isolados de
pacientes com infec¢des do trato urinario, pneumonia, ou bacteremia. Pode-se
assumir entdo que, K2 € o sorotipo predominante de isolados clinicos humanos
em todo o mundo, uma vez que esse sorotipo foi mais raramente encontrado em
ambientes (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). Até o presente, estirpes dos tipos
capsulares K1 e K2 s3o especialmente consideradas virulentas, porém poucos dos

77 antigenos capsulares foram sistematicamente estudados.
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Alguns isolados de K. pmeumoniae encapsulados possuem coldnias
mucdides de consisténcia viscosa. A auséncia desse fenotipo em subculturas foi
associado com a redugdo da viruléncia. O aspecto mucodide das colonias ¢
determinado por um gene, designado rmpA, localizado em um plasmideo de
180 Kb (NASSIF et al., 1989) e influenciado pelos meios de cultura. O aspecto
mucdide das colonias de Klebsiella pode apresentam variagdes. De acordo com
KAUFFMANN (1949; 1966), existem as formas lisas e rugosas. As formas lisas
podem variar apresentando aspecto mucoide (M) capsula (K) e antigeno O (O),
ou K-O, ou M-O, ou O. As forma rugosas podem conter aspecto M-K e aspecto
rugoso (R), ou K-R, ou M-R, ou R. A influéncia da cépsula em interagdes com
células epiteliais foi avaliada, utilizando um mutante defectivo na sintese de
capsula (FAVRE-BONTES et al., 1999). Os resultados sugeriram que a c4psula
desempenha um papel ativo durante a etapa inicial da patogénese por interagir
com células produtoras de muco no intestino.

A adesdo a superficie de mucosas ¢, freqlientemente, a primeira etapa no
desenvolvimento de infecgdes. A capacidade de espécies de bactérias entéricas
em reconhecer e colonizar um nicho ao longo do trato intestinal ¢ baseada,
principalmente, na distribuicdo de receptores e interpretagdo de uma combinagao
de sinais ambientais que levam a expressdo de fatores de aderéncia especificos
(EDWARDS e PUENTE, 1998).

As propriedades de adesdo em Enterobacteriaceae sao geralmente
mediadas por diferentes tipos de fimbrias. Fimbrias sdo classificadas,
principalmente, com base na sua capacidade de aglutinar eritrocitos de diferentes
espécies animais. Dependendo se a reagdo ¢ inibida ou ndo por D-manose, essas
adesinas sdo designadas como sensiveis & manose ou resistentes a manose. Dos
diferentes tipos de adesinas fimbriais descritas em enterobactérias, dois tipos sdo
predominantes em Klebsiella (CLEGG e GERLACH, 1987). A fimbria do tipo 1
¢ a mais investigada de todas as fimbrias bacterianas. S3o sensiveis a manose ¢
sua relevancia para a viruléncia das bactérias ¢ principalmente, por permitir a
ligacdo a mucosas ou cé€lulas epiteliais do trato urinario, respiratdrio e intestinal

(JONES e ISAACSON, 1983; FAVRE-BONTES et al., 1999).
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As fimbrias do tipo 3 sdo resistentes a manose e capazes de ligarem a
varias células humanas como as endoteliais, do epitélio do trato respiratério e
células uroepiteliais (WURKER et al., 1990; HORNICK et al, 1992,
TARKKANEM et al.,, 1997). O papel desse tipo de fimbria no processo
patogénico ndo € conhecido.

Trés novos tipos de adesinas de K/ebsiella foram recentemente reportadas.
A adesina CF29K de Klebsiella participa da aderéncia a linhagens de células
intestinais humanas Caco-2 e Intestino-407 (DARFEUILLE et al., 1992). Um
padrdo de aderéncia caracterizado por adesdo agregativa para linhagens de
células intestinais ¢ mediada por um outro tipo de adesina que ¢ composta por
material extracelular como a cipsula (FAVRE-BONTE et al., 1995). Enquanto
essas duas adesinas nao sdao fimbriais, um terceiro fator de coloniza¢ao de
intestino humano ¢ uma fimbria denominada KPF-28 (DI MARTINO et al.,
1996). Este tipo de fimbria tem sido encontrado na maioria das estirpes de
K. pneumoniae produtoras de ESBL. Pouco ¢ conhecido sobre a freqiiéncia e
distribui¢ao dessas novas adesinas descritas.

O plasma humano ¢ bactericida para K. pneumoniae ¢ seu efeito parece ser
altamente dependente da disponibilidade de ferro, essencial para o crescimento
bacteriano (GRIFFITHS, 1987; BULLEN et al., 2000). O suprimento de ferro
livre para a bactéria no hospedeiro ¢ extremamente baixo, pois, se encontra
ligado intracelularmente a proteinas como hemoglobina, ferritina, e hemosiderina
e, extracelularmente, a proteinas com alta afinidade por ferro, como lactoferrina e
transferrina. A concentragio de ferro biodisponivel ¢ de 10™® M, e é muitas vezes
menor do que o necessario para o crescimento bacteriano (BUFFENMEYER et
al., 1976). Muitas bactérias tentam garantir o seu suprimento de ferro no
hospedeiro secretando substdncias com alta afinidade por esse nutriente, os
sideroforos, que solubilizam e ajudam na importacdo do ferro requerido. Em
isolados clinicos de Klebsiella j4 foi confirmada a producdo dos siderdforos
enterobactina e aerobactina representantes de dois grupos quimicos, fenolato e
hidroxamato, respectivamente (WILLIAMS et al.,, 1987; REISSBRODT e
RABSCH, 1988; PODSCHUN et al. 1992). Em K. pneumoniae do sorotipo K2 a
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aerobactina ¢ codificada por um plasmideo grande e conjugativo (KRONE et al.,
1985). NASSIF e SANSONETTI (1986) também correlacionaram a viruléncia de
K. pneumoniae sorotipo K1 e K2 com a presenca de plasmideo de 180 Kb que
contém o gene que codifica a aerobactina.

Embora existam evidéncias da importdncia da aerobactina na
patogenicidade de Klebsiella, alguns autores tém verificado a baixa freqiiéncia
desse fator de viruléncia entre isolados clinicos. VERNET et al. (1995)
constataram que, em 241 isolados clinicos de K. pneumoniae, apenas 6,7%
apresentaram producdo de aerobactina. PODSCHUN et al. (2000) verificaram,
em um estudo comparativo de fatores de viruléncia entre isolados clinicos de
K. terrigena e K pneumoniae, que nenhuma das 74 estirpes de K. terrigena e
apenas 5% das 50 estirpes de K. pneumoniae, tinham a capacidade de sintetizar
aerobactina.

Pouco se conhece sobre a hemolisina, outro fator de viruléncia em
Klebsiella sp. detectado in vitro, em é4gar sangue com eritrécitos de coelho
(ALBESA et al., 1980). Desde entdo, esses autores estudam essa citolisina
(ALBESA et al., 1985; ALBESA, 1989) ¢ demonstraram ser essa a primeira
hemolisina ativada por tidis descrita em bactérias Gram-negativas. Sua sintese
ocorre na fase exponencial de crescimento, ¢ inibida por soro anti-estreptolisina
e possui estrutura protéica. Porém, a sua importancia no processo infeccioso por
Klebsiella nao esta claro.

Enterotoxinas termolabeis e termoestaveis produzidas por K. pneumoniae
também sdo consideradas como fatores de viruléncia (WADSTROM et al., 1976;
KLIPSTEIN et al.,, 1983). RENNIE et al. (1990) relataram um caso de
gastroenterite causada pela ingestdo de carne de peru contaminada por
K. pneumoniae, produtora de enterotoxina sensivel ao calor. GUARINO et al.
(1989) avaliaram caracteristicas e mecanismo de acdo de uma enterotoxina
estavel ao calor, produzida por K. pneumoniae isolada de criangas com diarréia
secretoria. Esses autores verificaram tratar-se de enterotoxina soluvel em

metanol, sensivel a mercaptoetanol, ativa em pH baixo, mas ndo em pH acima de
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8,0, capaz de reduzir a absor¢cdo de sédio e secre¢do de cloro e aumentar a
concentracdo de cGMP, mas nao a de cAMP.

Os patogenos possuem varios mecanismos que podem agir
individualmente ou em combinagdo para produzirem infec¢do ou doenga. A
remogdo de alguns desses fatores de viruléncia pode ou ndo tornar uma bactéria
avirulenta. Além disso, tem-se que considerar o papel complexo do hospedeiro,
enfatizando estudos com modelos animais e explorando o conhecimento da
biologia célular e da imunologia (FINLAY e FALKOW, 1989). Neste contexto,
varios estudos que avaliam a patogenicidade e a presenca de fatores de viruléncia
em bactéria, realizam testes experimentais in vivo.

Os estudos de viruléncia em modelos animais sdo importantes pois, fatores
de viruléncia podem ndo ser essenciais in vitro, mas desempenharem um papel
importante na patogénese de uma bactéria in vivo. A expressao desses fatores ¢
alterada em resposta ao ambiente do hospedeiro, como pH, metabdlitos, ions
metalicos, osmolaridade e temperatura., que muitas vezes nao sdo reproduzidos
em experimentos laboratoriais (FINLAY e FALKOW, 1989).

Experimentos em camundongos com isolados clinicos de Klebsiella tém
sugerido que estirpes virulentas sdo aquelas cuja dose letal ¢ menor ou igual a
1.000 células e as ndo virulentas sdo aquelas que apresentam dose letal superior
a 1 milhdo (NASSIF ¢ SANSONETTI, 1986; VERNET et al. 1992, 1995; LE
ROY et al., 1995; FAVRE-BONTES et al., 1999 ¢ PODSCHUN et al., 2000).
Essa determinagdo tem como critério de viruléncia, a morte de camundongos
inoculados intraperitonealmente com dilui¢des consecutivas de bactéria (REED
e MUENCH, 1938).

Apesar da dose letal ser amplamente utilizada em estudos de
patogenicidade bacteriana, ela pode ndo distinguir estirpes virulentas de
avirulentas, principalmente em pessoas com o sistema imunoldgico deprimido.
Uma modificagdo desse método envolve a imunodepressdo dos camundongos
antes da inoculagdo intraperitonial da bactéria (LAMMERDING et al., 1992).

Outra metodologia in vivo que tem sido proposta para avaliar a viruléncia

de bactéria, especialmente aquelas veiculadas por alimentos, ¢ a determinacao da
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translocagdo de bactérias inoculadas por via oral. Essa determinagdo tem como
critério de viruléncia a capacidade de invasdo gastrointestinal e infeccdo de
orgaos vitais (LAMMERDING et al., 1992).

Estudos epidemiologicos mostraram que infecgdes hospitalares por
K. pneumoniae sdo precedidas por colonizagdo do trato gastrointestinal (DE
CHAMPS et al., 1989). O trato gastrointestinal ¢ considerado um dos principais
reservatorios de infecgdes em neonatos € imunocomprometidos, e infecgdes
sistémicas sdo resultado, primariamente, dessa colonizagdo. Nesses pacientes,
bactérias podem translocar do trato gastrointestinal para a corrente sangiiinea,
causando infeccdes sist€émicas graves. Além disso, BERG (1983) constatou que
drogas imunodepressoras, como ciclofosfamida e prednisona, aumentam a
translocagdo de bactérias endogenas, sendo K. pneumoniae uma das principais
bactérias recuperadas de Orgdos extraintestinais.

KELLER e ENGLEY (1958) foram os primeiros autores que utilizaram o
termo translocacdo para descrever a passagem de bacteriofagos de Bacillus
megaterium, inoculados via oral, do limem intestinal para a corrente sangiiinea.
HILDIBRAND e WOLOCHOW (1966) também utilizaram o termo translocagao
para descrever a passagem de bacteriofago, porém para os linfonodos. Entretanto,
WOLOCHOW et al. (1966) foram os primeiros autores que empregaram o termo
translocacdo para descrever a passagem de bactérias viaveis provenientes do trato
gastrointestinal para sitios extraintestinais ou tecidos. Posteriormente, BERG e
CARLINGTON (1979); BERG (1980; 1983; 1992; 1995) e BERG et al. (1988)
descreveram condi¢des que favorecem ou ndo o processo de translocagdo para os
diversos orgdos em animais convencionais e gnotobidticos. Esses estudos
indicaram que o fenomeno ¢ observado mais frequentemente, com bactérias
Gram-negativas e anaerobias facultativas do que com anerdbias estritas e
bactérias Gram-positivas.

Trés mecanismos primarios que promovem a translocagdo bacteriana tém
sido propostos: 1) crescimento bacteriano intestinal excessivo; ii) aumento da

permeabilidade da mucosa intestinal, e 1iil) deficiéncias na imunidade do
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hospedeiro. Estes mecanismos podem ndo ser mutuamente exclusivos e um ou
mais podem ser relevantes em cada individuo (O'BOYLE et al., 1998).

A migragdo de organismos através da parede intestinal pode ocorrer por
pinocitose, processo de ingestdo de quantidades diminutas de liquido extracelular
e de substancias nele dissolvidos, sob a forma de pequenas vesiculas em células
epiteliais, que tem sido proposto como o mecanismo de translocacdo na presenga
de uma barreira mucosa intacta (BERG, 1995).

A translocacdo bacteriana envolve, portanto, interagcdes complexas entre
os mecanismos de defesa e a capacidade para transpor a barreira intestinal e
sobreviver em outro ambiente, sendo necessarios mais estudos para elucidar os
mecanismos envolvidos na ocorréncia de translocacao no hospedeiro saudavel ou

debilitado (BERG, 1992).
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Klebsiella sp.
ISOLADA DE DIETAS ENTERAIS

1. INTRODUCAO

Infecgdes nosocomiais sdo reconhecidas como problemas criticos e
relevantes em satide publica, contribuindo para um aumento significativo da taxa
de letalidade e dos custos com internacdo e medicagdo. As estratégias para
reduzir e controlar as infec¢des nosocomiais devem concentram-se na avaliagao
criteriosa das fontes de contaminacdo dos pacientes dentro do ambiente
hospitalar, recorrendo a caracterizagdo genética para diferenciacdo das estirpes
isoladas (EISEN et al., 1995).

Aproximadamente, 50% das infec¢des que acometem pacientes
hospitalizados, sdo causadas por bactérias que colonizam o trato intestinal
(SHOOTER et al., 1971). Apesar disso, pouca importancia ¢ dada aos alimentos
como fonte de patégenos causadores de infeccdes nosocomiais (ARIAS et al.,

1998). Dietas enterais, alimentos especiais destinados a pacientes em tratamentos
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intensivos, podem veicular microrganismos patogénicos, possiveis de
comprometer a evolugdo clinica do paciente. As condi¢des a que sdo submetidas
as dietas enterais durante a etapa de preparo, estocagem, transporte e
administracdo podem permitir o crescimento dos contaminantes que encontram
um substrato rico em nutrientes. Além disso, os contaminantes, dependendo da
via de administracdo dessas dietas, superam as barreiras acidas do estdmago.

Klebsiella spp. ¢ uma das bactérias contaminantes mais encontradas em
dietas enterais (SCHOOTER et al.,, 1971; CASEWELL e PHILLIPS 1978;
MONTGOMERIE , 1979; COOKE et al., 1980; THURN et al., 1990; COSTA et
al., 1998). Entretanto, essa bactéria ndo esta relacionada como patogeno de
origem alimentar, embora tenham sido registrados casos de gastroenterites
causadas por alimentos contaminados por Klebsiella (RENNIE et al., 1990;
NIYOGI et al.,, 2000) e um caso de infeccdo generalizada, causada por
K. pneumoniae, contaminante de hamburguer (SABOTA et al., 1998).
Adicionalmente, Klebsiella ¢ um paradigma de patdégeno oportunista entre os
bacilos Gram-negativos associados com infec¢des nosocomiais, € ¢ a segunda
causa mais comum de septicemia, com taxa de letalidade de até 50% (HANSEN
et al., 1998). Desde a ultima década, surtos de infec¢do por K. pneumoniae em
pacientes hospitalizados sdo registrados com uma freqiiéncia crescente
(LHOPITAL et al., 1997). No Brasil, de acordo com o primeiro levantamento
sobre as infec¢Oes hospitalares realizado em 1994, pelo Ministério da Saude,
Klebsiella sp. representou 18,1% dos isolamentos de infec¢des nosocomiais,
sendo superada apenas por Pseudomonas aeruginosa, isolada em 19,6% dos
casos avaliados (BRASIL, 1995).

Estudos epidemioldgicos de Klebsiella, até recentemente, eram baseados,
essencialmente, em caracteristicas fenotipicas como padrdo bioquimico,
resisténcia a antibioticos, sorotipagem, padrao de susceptibilidade a bacteriocinas
e aos preparados fagicos. Porém, essas técnicas mostram-se limitadas na
capacidade de discriminar estirpes (MONTEROS et al., 1994; WONG et al.,
1994; EISEN et al., 1995; LHOPITAL et al., 1997). Com a introducdo de

técnicas moleculares, a caracterizagdo genotipica apresenta possibilidades de
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contornar essa dificuldade. A determinac¢ao do padrdo plasmidial (GLATMAN et
al., 1994; MONTEROS et al., 1994), a andlise de polimorfismo de rDNA
(STULL et al., 1988; BINGEN et al., 1994; MONTEROS et al., 1994;
WIDJOJOATMODIJO et al., 1995; BERMUDES et al., 1997; LHOPITAL et al.,
1997; SARUTA et al., 1997; BRISSE et al., 2000) e a tipagem gendmica por
eletroforese em campo pulsado (COOKSON et al., 1995; PRODINGER et al.,
1996; GALES, 1997; WELLER et al., 1997; DECRE et al., 1998; CHETOUI et
al., 1999; CHANG et al., 2000; SU et al., 2000; TRAUB et al., 2000) e por
andlise de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso-RAPD (WONG et al.,
1994; EISEN et al., 1995; HURLEY et al.,, 1996; BERMUDES et al., 1997;
LHOPITAL et al., 1997; SHANNON et al., 1998; HURTADO ¢ RODRIGUEZ-
VALERA, 1999; YOUSSEF et al., 1999), sdao as técnicas mais comumente
utilizadas na analise molecular para diferenciacao de estirpes de Klebsiella.
Considerando que, estudos genéticos envolvendo epidemiologia molecular
de Klebsiella spp. isoladas de alimentos sdo escassos, os objetivos deste trabalho
se concentraram nos seguintes aspectos: isolar e identificar espécies de Klebsiella
spp. de dietas enterais; comparar os isolados pelo padrao de polimorfismo gerado

pelas analises por RAPD e por PCR-RFLP de rDNA.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento, identificacio e sorotipagem de Klebsiella de dietas enterais

Seis amostras de dietas enterais ndo industrializadas (a base de peito de
frango) e industrializada modular (leite pasteurizado e suplemento alimentar
Sustacal®), foram coletadas em duas unidades hospitalares de duas cidade da
Zona da Mata do estado de Minas Gerais, em diferentes ocasides. Destas
amostras, foi realizado o isolamento de Klebsiella em meio seletivo MacConkey-
Inositol-Carbenicilina, como descrito por BAGLEY e SEIDLER (1978). Trés a
cinco colonias caracteristicas de Klebsiella de cada amostra, foram estriadas em
agar Tripticaseina e Soja-TSA (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e
mantidas em meio Infusdo Cérebro e Coracdo-BHI (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, England), semi-solido a 4°C.

Os isolados foram identificados por provas morfo-tintoriais e
bioquimicas, pelo sistema API 20E (API, LA Balme Les Grottes, Franga). A
identificacdo foi confirmada pelo sistema Crystal (BBL-Becton & Dickinson),
no Laboratério de Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia da
Fundacdo Oswaldo Cruz - Fiocruz, onde também foram realizadas as
sorotipagens por tipo capsular, com os antissoros K1 a K6 (DENKA, SEIKEN,

CO., LTD, Japan), utilizando o principio da reagdo antigeno-anticorpo.
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2.2. Analise de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

O DNA total de Klebsiella foi extraido como descrito BINGEN et al.
(1991). Reagdes de amplificacdo foram conduzidas de acordo com WILLIAMS
et al. (1990), num volume total de 25 pL de Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM em
tampao contendo KCl 50 mM; MgCl,. 6H,0 2,0 mM; cada deoxinucleosideo
trifosfatado 0,1 mM; oligonucleotideos iniciadores 0,4 uM (grupo "D" ou "F" da
Operon Technologies Inc., Alameda, CA); 25 ng de DNA; e 1,0 U de fag DNA
polimerase polimerase (PROMEGA®).

As reacdes de amplificagdo foram conduzidas em um termociclador PTC
100 (MJ Research, Inc., Waterton, Massachussetts) programado para 94°C por
5 min e 30 ciclos (94OC, 1 min; 40°C, 1 min; 72°C, 1min e 30 s). Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo foram: OPD 03, OPD
07, OPD 08, OPD 12, OPD 18, OPD 20, OPF 10 e OPF 13 (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA). Os produtos da amplificagdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e evidenciados com brometo
de etideo (0,5 pg/mL). Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta com
camara Polaroid MP4 e digitalizados em um sistema processador de imagens

(Eagle Eye II- Stratagene).

2.3. Analise por PCR-RFLP do rDNA

Os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificar a
regido 16S e a regido espacadora 16S-23S do rDNA de Klebsiella foram
sintetizados pela GIBCO-BRL (5' GCCTAACACATGCAAGTCGA 3' - 5'
AAAGTGGTAAGCGCCCTCCC 3' e 5' GGT GAAGTCGTAACAAG 3' - &
TGCCAAGGCATCCACC 3', respectivamente). As preparacdes de DNA total
dos 21 isolados foram utilizadas para amplificagdo da regido 16S e regido
espagadora 16S-23S do rDNA.

As reagdes de amplificacdo foram conduzidas em um termociclador PTC

100 (MJ Research, Inc., Waterton, Massachussetts), programado para 40 ciclos
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(94°C, 1 min; 56°C, 1 min; 72°C, 1 min e 30 s). Apds os 40 ciclos, foi realizada
uma etapa de extensdo final a 72°C por 7 min. Os produtos da amplificacio
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, imerso em tampao
(Tris-borato 90 mM, EDTA 2mM, pH 8,0) ou foram precipitados com etanol,
para andlise de restricdo. Os fragmentos de DNA gerados pela restricdo foram
detectados por eletroforese em gel de agarose 2%. Os produtos de amplificacao
da regido espacadora 16-23S do rDNA foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1,5% e em gel de agarose de alta resolucao 1,5% imerso em tampao
TEB e evidenciados com brometo de etideo (0,5ug/mL). Os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta com camara Polaroid MP4 e digitalizados em

um sistema processador de imagens (Eagle Eye II- Stratagene).

2.4. Analise dos dados

Os produtos da amplificagdo foram tabulados utilizando os codigos 1 ou 0,
respectivamente, para presenca e auséncia de um determinado fragmento de
DNA e utilizados para o calculo das distancias genéticas entre os isolados (NEI e
LI, 1979). As distancias genéticas calculadas foram utilizadas para agrupar os
isolados pelo método UPGMA, com auxilio do programa "Statistic" (Windows
4.2 A Stat Soft Inc., 1993). As analises de correlacdo de Pearson foram feitas

utilizando o mesmo programa estatistico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Trinta isolados, cujas colonias apresentaram caracteristicas morfoldgicas
presuntivas, foram obtidos. Vinte ¢ um foram identificados como Klebsiella,
sendo seis K. oxytoca e 15 K. pneumoniae. A sorotipagem de K. pneumoniae
permitiu identificar um isolado do sorotipo K4, cinco do sorotipo K5, e nove nao
pertencentes aos sorotipos de K1 a K6 (Quadro 1).

Dos 15 isolados de K. pneumoniae, seis (40%) pertencem aos sorotipos
menores que K6 (Quadro 1) e sdo associados com infecgdes hospitalares. Os
tipos capsulares considerados endémicos em hospitais sdo os compreendidos
entre K1 e K6, com maior incidéncia do sorotipo K2 (JRSKOV e @RSKOV,
1984). O sorotipo K1 esta, principalmente, envolvido como agente causador de
pneumonia aguda. Além disso, outros sorotipos como K14, K24 ¢ K25 também
foram implicados em infec¢des nosocomiais (MOROZOVA e PRIAMUKHIA,
1997). Os demais isolados de K. pneumoniae nao aglutinaram com os antissoros
disponiveis, indicando pertencerem a sorotipos maiores do que K6. O grande
nimero de sorotipos capsulares encontrados no género Klebsiella dificulta o
reconhecimento dos mesmos. Segundo @RSKOV e @BRSKOV (1984), sio
reconhecidos 82 tipos capsulares sorologicamente distintos em Klebsiella.

Entretanto, outros autores sugerem o reconhecimento internacional de
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Quadro 1 - Numero e procedéncia do isolado, identificagdo e sorotipagem de
Klebsiella isolada de dietas enterais

Amostra N® Isolados Tipo de Dieta Enteral Espécie Sorotipos  Hospital

1 P1 NI* K. oxytoca - A

1 P2 NI K. oxytoca - A

1 P3 NI K. oxytoca - A

1 P4 NI K. oxytoca - A

1 P5 NI K. oxytoca - A

3 P6 NI K. ND* A
pneumoniae

3 P7 NI K. ND A
pneumoniae

3 P8 NI K K5 A
pneumoniae

3 P9 NI K. oxytoca - A

4 P11 NI K ND A
phneumoniae

4 P13 NI K K5 A
pheumoniae

4 P14 NI K ND A
phneumoniae

4 P15 NI K. ND A
pneumoniae

4 P17 NI K. ND A
pneumoniae

5 Ul M K. K5 B
pneumoniae

5 U2 M K. ND B
phneumoniae

5 U3 M K K5 B
pheumoniae

5 U4 M K ND B
phneumoniae

6 Us M K K4 B
pheumoniae

6 u7 M K ND B
pneumoniae

6 U8 M K. K5 B
pneumoniae

* dietas enterais ndo industrializadas, a base de peito de frango.
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® dietas enterais industrializadas modular, a base de leite ¢ suplemento alimentar

(Sustacal®).
¢ ndo sorotipadas.
d sorotipagem nao determinada, sorotipos acima de K6.

77 diferentes sorotipos para esse género (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). O
antigeno K em Klebsiella ¢ um determinante importante de viruléncia, pois
desempenha um papel na resisténcia a fagocitose por macréfagos (SIMOONS-
SMIT et al., 1986).

Um polimorfismo acentuado foi verificado entre os isolados de
K. pneumoniae por RAPD com a deteccio de 31 fragmentos de DNA
polimorficos e apenas dois fragmentos de DNA monomorficos (Figura 1). Com
base na presenca e auséncia dos fragmentos de DNA evidenciados, obteve-se
uma matriz distdncia genética onde se verificaram variagoes de 0 a 74%
(Quadro 2). O agrupamento dos isolados de K. pneumoniae, a partir dessa matriz,
revelou trés grupos distintos (Figura 2). Os isolados da unidade hospitalar A
formaram dois grupos e os isolados da unidade hospitalar B formaram um tnico
grupo, sendo que um dos grupos do hospital A estd mais proximo,

geneticamente, dos isolados do hospital B.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose do DNA total amplificado por RAPD,

utilizando o oligonucleotideo OPDO03. Numeros de 6 a 21
correspondem aos isolados de K. pneumoniae. Os isolados estdo
descritos no Quadro 1. Marcador de tamanho de fragmento de DNA
(pb) esta indicado pela letra M (DNA do fago A, digerido com as
enzimas Hindlll, BanHI e EcoRI).

Quadro 2 - Matriz de distancia genética (%) entre 15 isolados de K. pneumoniae.

Matriz calculada a partir de 33 fragmentos de DNA gerados por sete
oligonucleotideos iniciadores. A identificacdo dos isolados esta
listada no Quadro 1.
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52 52 36 46 46 44 65 47 47

50 50 44 60 60 52 60 27 36 47
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Figura 2 - Dendrograma gerado pelo agrupamento dos genoétipos de
K. pneumoniae isolados de dietas enterais, baseado nos
coeficientes de similaridade genética determinada pelos padrdes
de DNA amplificado por RAPD, com sete oligonucleotideos
iniciadores (OPDO03, OPD07, OPD0S, OPD12, OPD20, OPF10 e
OPF13).

O padrao de fragmentos RAPD dos isolados de K. oxytoca revelou

16 fragmentos monomorficos e nove polimorficos, sendo observada uma

variagdo da distdncia genética de 2,4 a 20% (Quadro 3) mostrando que os

isolados de K. oxytoca sdao geneticamente relacionados. Foi observado um

polimorfismo menor em relagdo aos isolados de K. pneumoniae (Figura 3). O

agrupamento desses isolados diferenciou trés grupos de K. oxyfoca em uma tnica

unidade hospitalar (Figura 4).
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Quadro 3 - Matriz de distancia genética (%) entre seis isolados de K. oxytoca.
Matriz calculada a partir de 25 fragmentos de DNA gerados por oito
oligonucleotideos iniciadores. A identificagdo dos isolados esta
listada no Quadro 1.

2 2

3 14 10

4 10 10 5

S 20 20 10 10

9 10 5 5 5 15
1 2 3 4 5

A caracterizagdo de isolados clinicos de K. pneumoniae por RAPD foi
conduzida em outros estudos e evidenciou a diversidade genética dessa espécie.
EISEN et al. (1995) realizaram a investigagdo de um surto infeccioso em um
hospital da Australia e constataram quatro padroes de RAPD distintos entre
48 estirpes de K. pneumoniae de infecgdes nosocomiais, com resisténcia multipla
a antibioticos, utilizando dois oligonucleotideos iniciadores. Em outro estudo
utilizando RAPD para diferenciagdo de estirpes nosocomiais de K. pneumoniae,
realizado em um hospital pedidtrico na Franga, os autores observaram seis

padroes distintos entre os 22 isolados clinicos estudados, utilizando dois

pb

28

-
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose do DNA total amplificado por RAPD,
utilizando o oligonucleotideo OPDO03. Numeros de 1 a 9
correspondem aos isolados de K.oxyfoca. Os isolados estdo descritos
no Quadro 1. Marcador de tamanho de fragmento de DNA (pb) esta
indicado pela letra M (DNA do fago A, digerido com as enzimas
Hindlll, BanHI e EcoRI).

0.16

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

Distancia Genética

0.04

]

0.00
P5 P9 P4 P3 P2 P1

Isolados

Figura 4 - Dendrograma gerado pelo agrupamento dos genotipos de K. oxyfoca
isolados de dietas enterais, baseado nos coeficientes de similaridade
genética determinada pelos padrdes de DNA amplificado por RAPD,
com oito oligonucleotideos iniciadores (OPDO03, OPD07, OPDOS,
OPDI12, OPD18, OPD20, OPF10 e OPF13).

oligonucleotideos iniciadores (LHOPITAL et al.,, 1997). Entretanto, nesses

trabalhos, nao foi calculada a distancia genética.

Nas andlises de amplificagdo do DNA por RAPD observou-se que, para
estirpes do mesmo sorotipo, detectou-se padrdes diferentes de bandas, como
verificado para os isolados de nimero 8, 11, 15, 17 e 21 (Figura 1). No entanto, o
mesmo padrdo pode ser observado entre, por exemplo, os isolados 7 e 8 de
sorotipos diferentes (Figura 1). As observagdes de que as analises dos padroes de
bandas gerou subdivisdes dentro de um mesmo sorotipo, de que para algumas

estirpes de diferentes sorotipos obteve-se perfis idénticos e de que o agrupamento
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evidenciou a separagdo dos isolados de mesmo sorotipo, também foi constatada
em estudo com outra espécie bacteriana (SILVA et al., 2001). Esses resultados
sugerem que as regides de DNA amplificadas ndo foram sorotipo especificas e
concordam com o observado por LHOPITAL et al. (1997), de que a sorotipagem
¢ um método de caracterizacdo que oferece suporte significativo a classificacao
de microrganismos, porém ¢ menos sensivel que a técnica RAPD.

Tendo como base a matriz de distdncias genéticas gerada para os isolados
K. pneumoniae, foi possivel observar que existem diferencas entre estirpes
isoladas de uma mesma amostra, ou de uma mesma localidade. Por exemplo,
estirpes isoladas de amostra de dietas enterais do hospital A, como as de numero
11 e 14, apresentaram uma distancia genética de 74%. Ao contrario, a de numero
seis, que embora tenha sido isolada de dietas do hospital A, apresentou uma
distancia de 6% da estirpe de numero 19 proveniente de dietas do hospital B.
Uma possivel explicacdo para esta grande diversidade genética ¢ que, além da
amplificacio do DNA cromossdmico, o DNA plasmidial também tenha sido
amplificado (GLATMAN et al., 1994; MONTEROS et al., 1994). Tal variagdo
pode ainda estar relacionada com a perda desses plasmideos, em funcdo das
varias condi¢des de estresse a que essas estirpes podem ter sido submetidas.
Outros autores tém levantado as mesmas hipdteses para explicar a diversidade
genética em Listeria monocytogenes (SILVA et al., 2001), Escherichia coli
(HURTADO e RODRIGUEZ-VALERA, 1999) ¢ Lactobacillus plantarum
(JOHANSSON et al., 1995).

A alta diversidade genética entre os isolados de K. pneumoniae de dietas
enterais pode ser também atribuida as diferentes fontes de contaminacdo dentro
do servico de alimentagdo hospitalar. Incidéncia elevada de K. pneumoniae foi
registrada em equipamentos, utensilios, manipuladores e superficies de trabalho
no setor de nutricdo e dietética de hospitais (CASEWELL, 1977; CASEWELL e
PHILLIPS 1978, LISBOA, 1997).

A amplificacdo da regido espagadora 16S-23S do rDNA revelou
fragmentos de DNA monomorficos entre os isolados de K. oxyfoca e

polimorfismo entre os isolados de K. pneumoniae. Além disso observou-se que,
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os padroes de fragmentos de DNA gerados diferenciaram essas duas espécies

(Figura 5).
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose da regido espagadora 16S-23S do
rDNA dos isolados de Klebsiella spp. Numeros de 1 a 21
correspondem a identificacdo dos isolados listada no Quadro 1.
Marcador de tamanhos de fragmentos de DNA (pb) esta indicado
pela letra M (DNA do fago ¢px174 digerido com Haelll).

Na andlise genética baseada na regido espacadora 16S-23S do rDNA,

observou-se que a amplificagdo indicou a presenca de trés fragmentos
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monomorficos e cinco fragmentos polimorficos entre os isolados de
K. pneumoniae (Figura 6). Com base nesses produtos de amplificagdo, construiu-
se uma matriz de distancia genética (Quadro 5), que apresentou valores entre 0 e
45%. A maior distdncia genética foi observada tanto entre isolados de hospitais
diferentes bem como, entre alguns isolados do hospital B. Distancia genética zero
foi observada somente entre isolados de um mesmo hospital. A andlise de
agrupamento, baseada nas distancias genéticas, separou os isolados em dois
grupos: grupo I contendo isolados de amostras de dietas enterais coletadas no
hospital B e grupo II contendo isolados provenientes de amostras dos dois
hospitais. Pode-se também observar, nesta analise, que o grupo II foi dividido em
dois subgrupos: subgrupo I contendo isolados do hospital A e o subgrupo II

contendo isolados de ambos hospitais (Figura 7).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose de alta resolucao da regido espagadora
16S-23S do rDNA dos isolados de K. pneumoniae. Numeros de 6 a 21
correspondem a identificagdo dos isoladas listada no Quadro 1.
Marcador de tamanhos de fragmentos de DNA (pb) est4 indicado pela
letra M (DNA do fago ¢x174 digerido com Haelll).
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Quadro 5 - Matriz de distincia genética (%) entre 15 isolados de K. pneumoniae.

Matriz calculada a partir de cinco bandas de DNA geradas por um par
de oligonucleotideos iniciadores da regido espacadoral6-23S do
rDNA. A identificagdo dos isolados esta disponivel no Quadrol.

27
27 0
10 27 0
11 27 0 0
12 27 0 0 0 0
13 27 27 27 27 27
14 27 27 27 27 27 0
15 20 45 45 45 45 45 20 20
16 9 17 17 17 17 17 9 9 27
17 20 45 45 45 45 45 20 20 0 27
18 20 45 45 45 45 45 20 20 0 27 0
19 40 27 27 27 27 27 40 40 20 45 20 20
20 17 17 17 17 17 9 9 27 0 27 27 45
21 17 17 17 17 17 9 9 27 0 27 27 45
7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 19 20
0.34
0.29
S 024
=
O
5
0.19
O
<
o p—
2 o014
<«
~+~
wn
o
A 0.09
0.04
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Figura 7 - Dendrograma gerado pelo agrupamento dos genétipos de

K. pneumoniae isolados de dietas enterais, baseado nos coeficientes
de similaridade genética determinada pelos padrdes de DNA da regido
espacadora 16S-23S do rDNA.
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Os produtos de amplificacdo da regido espacadora intergénica 16S-23S,
foram detectados para todos os 21 isolados e apresentaram de trés a cinco bandas
(Figura 6). Este resultado estd de acordo com dados de SARUTA et al. (1997),
que avaliaram a amplificagdo dessa regido em 34 espécies diferentes, incluindo
K. pneumoniae. Esses autores atribuiram a presenca de varias bandas, o fato de
terem sido amplificados dois operons rrn adjacentes.

A andlise de correlacdo de Pearson entre os dados obtidos por RAPD e os
dados obtidos da analise da regido espagadora 16S-23S, de K. pneumoniae,
mostrou um coeficiente de 0,34 (P< 0,05) (Quadro 6). Embora essa correlagao
entre os dados ndo tenha sido elevada, observou-se a tendéncia dos grupos
formados pela analise RAPD corresponderem a grupos de isolados de mesmo
genotipo na analise da regido espagadora, como pode ser constatado para os dois
grupos de isolados do hospital A e pelos isolados U2, U7 e U8 do hospital B.
Além disso, observou-se que na analise por RAPD, as distancias genéticas entre

os isolados foram maiores.

Quadro 6 - Correlacao de Pearson dos dados obtidos nas analises por RAPD e da
regido espagadora rDNA 16S-23S

N®total de Var Var (rDNA 16S- COV(RAPD,rD

Variavels - pdos  (RAPD) 238) NA 168-235) Correlacao
RAPD x
rDNA16S-23S 105 22547 219.71 75.05 0.34*

* : Significativo a 1 e 5% de probabilidade, pelo teste t.
Var- variancia; Cor- covariancia.

A amplificacdo da regido 16S do rDNA dos isolados de K. pneumoniae
(Figura 8A) e K. oxytoca (Figura 8B) resultou em um fragmento de DNA de,
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aproximadamente, 1420 pb. Nao foi detectado polimorfismo de tamanho entre os

isolados.

6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

—u-——-.n-“r-""-ﬂ—"-

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose da regido 16S do rDNA amplificada de
isolados de K. pneumoniae (A) e K. oxytoca (B). Numeros de 1 a 21
correspondem a identificagdo listada no Quadro 1. Marcadores de
tamanho de fragmento de DNA (pb) esta indicado pela letra M (DNA
do fago A digerido com Hindlll-BanHI-EcoRI).

Na andlise dos fragmentos do rDNA 16S amplificado, ndo observou-se
polimorfismo de restricdo entre os isolados, para nenhuma enzima de restri¢ao
avaliada (Quadro 7).

Para as enzimas Hinfl (Figura 9A e 9B), Hha 1, Bgl 11 e Eco RI, observou-
se sitios de restricdo no fragmento de DNA de 1420 pb amplificado. O
tratamento desse fragmento de DNA com as enzimas de restricio EcoRV,
Hindlll, Kpnl e Xhol resultou em um unico fragmento de 1420 pb (Quadro 7),
indicando a auséncia de sitios de restricdo interno no gene que codifica 0 RNA
ribossomico 168S.

A amplificacdo do rDNA 16S gerou um fragmento de DNA de 1420 pb,
para todos os 21 isolados de Klebsiella, nao apresentando polimorfismo de
tamanho. Este resultado estd de acordo com SARUTA et al. (1997) que
concluiam que o tamanho da regido 16S do rDNA ¢ muito similar entre estirpes

de bactéria do mesmo género. O par de oligonucleotideos iniciadores utilizado
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neste estudo foi sintetizado baseado especificamente na seqiiéncia 16S do rDNA

de Klebsiella disponivel no banco de dados do Gen-Bank e construido para
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Quadro 7 - Fragmentos de restricdo de DNA da regiao16S do rDNA de isolados de Klebsiella

Regido 16S Isolados

amphf_icada/ PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PII PI3 P14 PI5 P17 Ul U2 U3 U4 U5 U7 U8
enzima

Bgl 11 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940 940
620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620 620

Eco RI 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860 860
670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670 670

EcoRV 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420

Hha 1 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530 530
370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370
350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350
240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240 240

Hind 111~ 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420

Hinf'1 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600 600
330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330 330
300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190

Kpn1 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420

Xho 1 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420 1420
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose da regidaol6S do rDNA amplificada de
isolados de K. pneumoniae (A) e K. oxytoca (B), digerida com a
enzima de restricdo Hinf 1. Numeros de 1 a 21 correspondem a
identificagdo listada na Quadro 1. Marcadores de tamanho de
fragmento de DNA (pb) estdo indicados pela letra M (DNA do fago
¢x174 digerido com Haelll).

amplificar, praticamente, toda regido que corresponde a 16S de Klebsiella, que
varia de 1436 a 1489 pares de bases, dependendo da espécie ou da subespécie
avaliada. Este par ¢ diferente do par de oligonucleotideos iniciadores (universal)
normalmente utilizados para analises desta regido, envolvendo espécies e géneros
diferentes. LU et al. (2000) utilizaram um par de oligonucleotideos iniciadores
universal, para amplificar uma regido que codifica o rRNA 16S para eubactérias,
incluindo 17 espécies. Esse par de oligonucleotideos iniciadores amplificou um
fragmento de DNA de 960 pb para todas as espécies testadas, ndo detectando
polimorfismo de tamanho. Porém, os autores observaram padroes de restricao
distintos quando, trés enzimas de restricdo, em média, foram utilizadas. Esses
resultados diferem dos obtidos na andlise por RFLP do rDNA 16S no presente
estudo. Nesta andlise ndo foi verificado polimorfismo de restrigdo entre os
isolados de Klebsiella, nem mesmo entre as duas espécies (Quadro 7). Este
resultado indica que a seqiiéncia analisada de 1420 pb, que corresponde a regido
16S do rDNA, ¢ altamente conservada, pois ndo revelou polimorfismo nos

fragmentos de restricdo do rDNA para as oito enzimas testadas.
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Portanto, as analises por RAPD e por PCR da regido espagadora do rDNA
mostraram-se mais apropriadas para avaliar a diversidade genética entre os

isolados de Klebsiella, em relacdo a regido 16S do rDNA.
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CAPITULO 2

VIRULENCIA DOS ISOLADOS DE Klebsiella sp.

1. INTRODUCAO

Bactérias do género Klebsiella freqiientemente causam infecgdo
nosocomial e sdo associadas com morbidade e mortalidade elevadas (VERNET
et al., 1995). Em particular, K. pneumoniae, a espécie mais importante
clinicamente, ocorre em propor¢des significativas em infec¢des hospitalares
como as do trato urindrio, pneumonia e septicemia (PODSCHUN e ULLMANN,
1998).

Os esforcos para o controle das infeccdes nosocomiais devem ser
direcionados para a identificagdo das fontes de contaminacdo e o modo de
transmissdo, para a ado¢ao de medidas preventivas. O trato gastrointestinal e as
maos de profissionais hospitalares sdo fontes reconhecidas de contaminagdo por
Klebsiella (CASEWELL, 1977) e, embora essa bactéria tenha sido encontrada
com frequéncia em dietas enterais, o envolvimento desses alimentos como fonte

desse patogeno oportunista ndo tem sido considerado.
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A presenca de estirpes patogénicas de Klebsiella em ambientes e
alimentos tem sido relatada. Segundo PODSCHUN et al. (2001), K. pneumoniae
isoladas de 4gua sdo capazes, como os isolados clinicos, de expressar fatores de
viruléncia, como resisténcia a anticorpos, polissacarideos capsulares, pili e
sider6foros. A avaliacdo desse potencial virulento pode contribuir para a
compreensao da etiologia do processo infeccioso.

Entre os fatores que contribuem para a patogenicidade de Klebsiella, a
natureza da capsula de polissacarideos da membrana externa, fimbrias
mediadoras de aderéncia, o sistema aerobactina e a quantidade de polissacarideo
capsular caracterizado pelo aspecto mucodide das colonias, sdo considerados de
maior relevancia (VERNET et al., 1992; 1995). A resisténcia a antibidticos €
outro fator que contribui para a patogénese e ¢ preocupante, pois surtos de
infeccdo nosocomial causados por Klebsiella, principalmente as produtoras de
B-lactamases de espectro ampliado (ESBL), vém aumentando nos ultimos anos
(HENANDEZ-ALLES et al., 1999). Outros fatores de viruléncia também sdo
reconhecidos como, a producdo de hemolisina (CAMPRUBI et al., 1990),
enterotoxinas termolabeis e termoestaveis (WADSTROM et al., 1976;
KLIPSTEIN et al., 1983), lipopolissacarideos (WILLIAMS e TOMAS, 1990) e
fosfolipases (SINGH et al., 1999). Porém, o envolvimento desses fatores na
patogenicidade de Klebsiella, ndo estd muito claro.

A capsula produzida por Klebsiella ¢ composta de polissacarideo
complexo e protege a bactéria da fagocitose por macrofagos (SIMOONS-SMIT
et al., 1986; PODSCHUN, 1990; PODSCHUN e ULLMANN, 1992), além de
prevenir a morte celular por fatores bactericidas do soro. A capsula,
provavelmente, inibe a ativacdo de componentes do sistema complemento,
principalmente, C3b (WILLIAMS et al., 1983).

As adesinas, fimbriais ou ndo fimbriais, participam do processo
infeccioso, permitindo a aderéncia do patogeno a superficies do hospedeiro. Dos
diferentes tipos de adesinas fimbriais descritas em enterobactérias, dois tipos sao
predominantes em Klebsiella. As adesinas fimbriais do tipo 1 promovem a

colonizacdo bacteriana na superficie da mucosa do hospedeiro através de uma
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ligacdo inespecifica (JONES E ISAACSON, 1983) e as adesinas fimbriais do
tipo 3, ligam-se a varias células humanas, tais como as endoteliais, do epitélio do
trato respiratorio e células uroepiteliais (WURKER et al., 1990; HORNICK et
al., 1992, TARKKANEN et al., 1997). Entretanto, o papel desse tipo de fimbria
no processo patogénico ndo € conhecido. Outras adesinas fimbriais como a
CF29K (DARFEUILLE-MICHAUD et al., 1992) e uma outra adesina, presente
em material extracelular como a capsula (FAVRE-BONTE et al., 1995) e
adesinas ndo fimbriais, como KPF-28 (DI MARTINO et al., 1996) tém sido
descritas.  Entretanto, pouco ¢ conhecido sobre a expressdo dessas novas
adesinas descritas por diferentes espécies de Klebsiella ou seu significado na
patogenicidade (PODSCHUN e ULLMANN, 1998).

No género Klebsiella, como em outros patdogenos, a garantia de
suprimento de ferro no hospedeiro ¢ feita pela sintese de sideroforos.
Enterobactina e aerobactina sdo sider6foros, reconhecidamente, produzidos por
Klebsiella (WILLIAMS et al., 1987; REISSBRODT e RABSCH, 1988;
PODSCHUN e ULLMANN, 1992). No entanto, resultados sobre a contribui¢do
desses sideroforos na viruléncia dessa bactéria tém sido conflitantes
(PODSCHUN e ULLMANN, 1998).

A deteccdo de fatores de viruléncia in vitro ndo ¢ suficiente para
caracterizar a patogenicidade de um isolado, pois alguns fatores de viruléncia nao
sd0, necessariamente, sintetizados fora do hospedeiro. O uso de modelos animais
tem sido um elemento critico no estudo da patogenicidade de Klebsiella por
proporcionar informagdes que ndao sdo obtidas em estudos in vitro. A
determinagdo da dose letal (DLsy) tem sido uma metodologia amplamente
utilizada em estudos de patogenicidade bacteriana. Essa determinacdo tem como
critério de viruléncia a morte de camundongos inoculados intraperitonealmente
com dilui¢des sucessivas da bactéria (REED e MUENCH, 1938).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a expressdo de fatores de viruléncia
de estirpes de Klebsiella sp. isoladas de dietas enterais, determinar a resisténcia a

antimicrobianos e a patogenicidade utilizando modelo animal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estirpes bacterianas

O potencial virulento foi avaliado em seis isolados de K. oxytoca e 15 de
K. pneumoniae provenientes de dietas enterais. As estirpes de Shigella e
Escherichia coli utilizadas como controles nos experimentos estdo descritas no

Quadro 1.

2.2. Susceptibilidade a antibidticos

A susceptibilidade dos isolados de Klebsiella aos agentes antimicrobianos
foi determinada pelo método de disco-difusio em agar Mueller-Hinton, de
acordo com o guia do "National Committee for Clinical Laboratory Standards"
(NCCLS, 1999). Os antibioticos usados (Sensibiodisc-CECON, Sio Paulo,
Brasil) foram: 4acido nalidixico-NAL (30ug), amicacina-AMI (30ug),
amoxicilina-AMO (10ug), amoxicilina + &cido clavulanico-AMC (30ug/10ug),
ampicilina-AMP (10ug), cloranfenicol-CLO (30pg), gentamicina-GEN (10ug),
imipenem-IMP  (30pg), kanamicina-KN  (30pg), neomicina-NO  (30pug),
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Quadro 1 - Estirpes de Shigella e E. coli utilizadas neste estudo

Amostr Estirpes Caracteristicas ou propriedades Origem ou

a relevantes referéncia

1 Shigella dysenteriae  Sorotipo 2, invasora Brasil

2 S. flexneri Sorotipo 2, invasora Brasil

3 S. flexneri BS176 Pinv’, ndo invasora Franca

4 Escherichia coli RS Adesdo difusa, controle USA
51-1 positivo de adesao.
Cl(+)

5 E. coli Adesao agregativa, controle Brasil
enteroagregativa positivo de adesdo
C2(+)

6 E. coli HB101 hsdS recA ara proA lacY galK BOYER e
C3(-) rpsL. xyl mtL supE, controle ROULLAND-

negativo de adesdo e invasdo DUSSOIX (1969)
7 E. coli LG1315 ara entA lac leu mtL proC rpsL.  WILLIAMS (1979)

10

E. coli LG1522

E. coli F205
E. coli H10407

supE
controle negativo

thi tonA trpE Xyl,

Ara azi fepA lac leu mtL proC
rpsL supE tonA tsx thi col-V-
K30iuc, controle positivo

Produtora de cloacina DF13

Enterotoxigénica

WILLIAMS (1979)

WILLIAMS (1979)
FIOCRUZ

tetraciclina-TET (30ug), ticarcilina + 4cido clavulanico-TIC (75ug/10ug) e

trimetropim + sulfametoxazol-SUT (1,25/23,75ng). Para o diagnostico de

estirpes produtoras de beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL/ Extended

Spectrum [-lactamases) foi realizado a triagem com o uso dos antibioticos:

cefotaxima-CTX (30ug),

ceftazidima-CAZ (30pg),

ceftamet-CEF  (10pg)

cefalotina-CFL (30pg) e aztreonam-ATM (30pg), de acordo com recomendacdes
do NCCLS (1999). Apés incubagio a 35°C por 16 a 18 horas, foram

consideradas suspeitas de produzirem ESBL os isolados que, de acordo com os
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antibidticos testados, apresentaram os seguintes halos de inibig¢do de crescimento:
ceftamet < 22mm, ceftazidima < 22mm, aztreonam < 27mm, cefotaxima < 27mm
e cefalotina < 25mm. Como teste confirmatério, foi realizado o Eteste, (AB
BIODISK, Solna, Sweden) utilizando os antibidticos ceftazidima e cefotaxima

como substrato.

2.3. Aspecto mucdide e producio de capsula

O aspecto mucoide das colonias foi observado apds incubagdo dos
isolados de Klebsiella em agar TSA, a 37°C por 48 horas (NASSIF et al., 1989).

A presenca de capsula nos isolados de Klebsiella, foi constatada pela
visualizagdo em microscopio Otico, apds o preparo de laminas tratadas com tinta

Nanquin (HARRIGAN e McCANCE, 1976).

2.4. Ensaio de adesao e invasao em células eucarioticas
2.4.1. Analise quantitativa de adesao e invasao

A andlise quantitativa de adesdo e invasdo dos 21 isolados de Klebsiella
em células eucariodticas foi conduzida como descrito por FAVRE-BONTES et al.
(1999), com modificagdes. As linhagens de células incluiram HEp-2, derivada de
carcinoma de laringe humana, células VERO, derivadas de rim de macaco e
Caco-2, derivada de carcinoma de colon humano.

As células HEp-2 e VERO foram mantidas em meio minimo de Eagle
modificado por Dulbecco-D MEM e meio minimo Eagle-MEM (Life
Technologies. Inc, Grand Island, NY 14072, USA), respectivamente,
suplementados com 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina, 10.000 U de
penicilina por mL, 10ug de estreptomicina por mL e 25ug de anfotericina B

por mL. O meio D MEM foi acrescentado ainda de 1% de piruvato de sodio. As
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células ficaram incubadas a 37°C a uma atmosfera de 5% de CO, em garrafas de
plasticas estéreis de 25 cm? (NUNCLON™ A/S, Roskilde, Denmark).

As células Caco-2 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA), suplementado conforme descrito acima, sob
uma atmosfera de 10% de CO, a 37°C em garrafas plasticas de 25 cm®.

Monocamadas subconfluentes de, aproximadamente, 6x10° células
epiteliais, em placas de culturas de tecido, contendo 96 orificios (NUNCA A/S,
Roskilde, Denmark), foram lavadas quatro vezes, com 1 mL de solu¢do tampao
salina fosfatada-PBS, pH 7,4. Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células
bacterianas em fase logaritmica de crescimento foi inoculada sobre a
monocamada de células em culturas e incubadas a 37°C por uma hora em
atmosfera de 5% de CO,. Apds incubagdo, cada orificio foi lavado trés vezes
com tampao PBS, para liberacdo das células bacterianas ndo aderidas e as
aderidas foram liberadas por adicao de 0,1% de Triton X-100 (Sigma Chemical
Co, St Louis, MO, USA). A suspensdo de bactérias liberadas pelo detergente foi
entdo quantificada em 4agar MacConkey usando o plaqueador automatico Spiral
Plater (Autoplate, 4000- Spiral Biotechm). A adesdo foi calculada considerando-
se o numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) que aderiram em
células eucaridticas que formaram monocamada nos orificios das placas de
cultura de tecidos.

A determinacdo da quantidade de bactérias intracelulares foi realizada em
monocamadas subconfluentes das diferentes linhagens de células, as quais foram
lavadas quatro vezes, com 1 mL de tampao PBS. Uma suspensdao de 100uL de
bactérias em fase logaritmica de crescimento foi adicionada as células. Apods
2 horas de incubagdo a 37°C e em atmosfera de 5% de CO,, as células foram
lavadas por quatro vezes com 1 mL de PBS e gentamicina que foi adicionada em
cada orificio numa concentragio de 100pg mL™. Apés uma hora ¢ meia de
incubagdo, foram realizadas quatro lavagens com PBS e as bactérias
intracelulares foram liberadas por adicdo de 0,1% Triton X-100. Diluigdes
apropriadas da suspensdo foram plaqueadas em dgar MacConkey, utilizando-se

plaqueador automatico, para quantificar bactérias invasoras.

65



2.4.2. Analise dos dados

Foram feitas andlises de variancias para os testes de adesdo e invasao,

considerando o modelo com dois fatores em delineamento inteiramente

casualizado.

Vik = u+ Gi + M; + GMj; + i

onde:

Viik € 0 valor observado para a caracteristica em estudo;

u ¢ a média geral;

G; é o valor referente a caracteristicas de adesdo e invasdo

M; € o valor referente ao fator adigdo de manose;

GM;j; ¢ a interagdo entre caracteristicas de adesdo e invasdo e manose;

¢ijk ¢ 0 erro aleatorio.

A ANOVA foi feita como no demonstrado a seguir:

Quadro 2 - Resumo da analise de variancia (ANOVA) da caracteristica de adesao
e invasao dos isolados de Klebsiella em células eucariotas na
presenca ou ndo de manose

F.V. G.L. S.Q. QM. F

Genotipos g—1 SQG QMG QMG/QMR
Manose a—1 SQM QMM QMM/QMR
Gen. x Manose. (g-1)(a-1) SQGM QMGM QMGM/QMR
Residuo (r—1I)g-1)a SQR QMR

Total gra—1 SQT
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Média m

CV% (100*QMR"?)/m

As hipoteses testadas foram:
H,": g =H=..7g HA": ndo H,"
Nao hé diferencas, de um modo geral, entre os isolados de Klebsiella sp. quanto a

caracteristica de adesdo ou invasao.

2 2). ~ 1
HO( ). m; =m, HA( ): ndo HO( )
A adicao, ou ndo, de manose no meio de crescimento das células eucarioticas nao
influencia os isolados quanto a capacidade de adesdo ou invasao.

3). — - = 3). hx (1
HO CgMyp = gMyy = ... = ZiMg, HA . nao Ho
Nao hé caracteristicas de adesdo e invasdo diferenciadas por isolados de acordo
com a adi¢do ou nao de manose no meio de crescimento das células eucarioticas

utilizadas.

Rejeitando-se a Hy'”, procedeu-se o teste de média de Tukey.

2.4.2.1. Analise de Agrupamento

Distancia Generalizada de Mahalanobis
As distancias entre as 24 estirpes, incluindo os isolados de Klebsiella sp.
de dietas enterais e os controles positivos e negativo, foram estimadas a partir
dos dados de adesdo e invasdo, nos diferentes tipos de células eucarioticas, como
descrito por CRUZ e REGAZZI (1994) utilizando o programa GENES (CRUZ,
2001).
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Dendrograma de agrupamento
A matriz de distancias genéticas entre os isolados de Klebsiella sp. foi
utilizada para a constru¢do de um dendrograma, utilizando o método UPGMA,

com auxilio do programa STATISTICA 4.2 For Windows (Stat Sof Inc., 1993)

2.5. Analise da producio de aerobactina

A producdo de aerobactina foi demonstrada utilizando a estirpe de
Escherichia coli LG 1522 como indicadora (Quadro 1) (NASSIF e
SANSONETTI, 1986). Essa estirpe foi cultivada em 4gar M9 contido em placas
de Petri adicionado de 200uM de 2,2' bipiridina (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO, USA). Uma colonia de cada isolado de Klebsiella a ser testada foi inoculada
nesse agar ja contendo a estirpe indicadora. Estirpes produtoras de aerobactina
foram visualizadas pelo halo de crescimento de células de E. coli LG 1522 em
torno dos isolados inoculados. Como controle positivo utilizou-se a estirpe

E. coli LG 1315 e como controle negativo, E. coli HB101 (Quadro 1).

2.6. Atividades de fosfatidilcolina (PC-PLC) e de hemolisina

A atividade de PC-PLC foi determinada segundo a metodologia descrita
por COFFEY et al. (1996). As culturas de Klebsiella foram cultivadas em 4 mL
de caldo BHI e incubadas a 37°C por 18 a 24 horas. Aliquotas de 3 pL de cada
cultura foram inoculadas na superficie de agar BHI contendo 2% de NaCl e 5%
de emulsdo de gema de ovo, previamente diluida em NaCl 0,85% (1:1, v/v).

As placas foram incubadas a 37°C por 96 horas, em jarra Gas-Pak com
gerador de anaerobiose (AnaeroGen'" Oxoid Basingstoke, England) e observada
a presenca de um halo de hidrolise da lecitina em torno das colonias.

A atividade hemolitica de culturas de Klebsiella foi investigada em agar-
sangue, como descrito por ALBESA (1989). Placas de é4gar tripticaseina e soja-
TSA (Oxoid, Basingstoke, England) com 5% de sangue de coelho desfibrinado

foram preparadas e pequenos orificios de 3 mm foram perfurados. Nesses

68



orificios foram inoculadas Sul. de suspensdo bacteriana e posteriormente as

placas foram incubadas por 12 horas, a 37°C.

2.7. Deteccio de enterotoxina termoestavel

A deteccdo de enterotoxina foi realizada pelo método do camundongo
recém-nato, descrito por GIANELLA (1976).

Os resultados foram obtidos por meio da relagdo do intestino e carcaga
(I/C), sendo considerados positivos valores iguais ou superiores a 0,085. O
controle positivo do teste foi conduzido com a estirpe enterotoxigénica E. coli

H10407.

2.8. Determinacao da dose letal (DLs,)

Foram utilizados camundongos albinos sui¢cos, com cinco € seis semanas
de idade e pesando de 22 a 26g, obtidos no Laboratério de Imunologia e
Virologia Molecular do Departamento de Biologia Geral da Universidade
Federal de Vicosa. Os camundongos foram divididos, aleatoriamente, em grupos
de seis animais e mantidos em gaiolas desinfetadas, a temperatura ambiente de
cerca de 25°C. Duas condigdes experimentais foram adotadas: uma onde os
camundongos foram inoculados intraperitonealmente com diluigdes decimais
seriadas (103 a 10’ UFC/mL) dos isolados em solucao salina 0,1%; outra, onde os
camundongos foram imunodeprimidos pela administracdo, via oral de prednisona
(10mg/Kg/dia) durante quatro dias antes da administracdo intraperitoneal de
diluigdes seriadas dos isolados. Em cada grupo de seis camundongos foi
administrada uma tnica dilui¢ado do mesmo isolado. Os isolados P15 ¢ U4 foram
testados nas duas condi¢des experimentais e os isolados U5 e U8, somente em

camundongos imunodeprimidos.
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A dose letal 50% (DLs) foi calculada pelo método de REED e MUENCH
(1938), apos 15 dias da inoculagdo. Foram considerados avirulentos os isolados
que apresentaram DLsy acima de 1x10° e virulentos aqueles cuja DLs, foi menor

do que 1x10° (NASSIF ¢ SANSONETTI, 1986).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 21 isolados de Klebsiella, provenientes de dietas enterais,
apresentaram resisténcia aos antibidticos amoxacilina e ampicilina (Quadro 3).
Porém, quando amoxacilina foi associada ao acido clavulanico, um inibidor de
[-lactamases, apenas seis isolados (28,6%) foram resistentes (Quadro 3). Esse
comportamento também foi observado na associagdo ticarcilina-acido
clavulanico (Quadro 3). A alteracdo do perfil de resisténcia da maioria dos
isolados a esses antibidticos associados ao acido clavulanico sugere que a
producdo de [-lactamases sensiveis a esse inibidor pode ser o principal
mecanismo de resisténcia.

A prevaléncia elevada de resisténcia a ampicilina nos isolados de dietas
enterais foi verificada (Quadro 3). Segundo JARLIER (1985), estirpes de
K. pneumoniae ¢ K. oxytoca sdo naturalmente resistentes a ampicilina e
ticarcilina. Entretanto, a constatacdo de isolados de K. pneumoniae resistentes a
outros agentes antimicrobianos, como 4acido nalidixico, cloranfenicol e a
associacdo trimetropina-sulfametoxazol (Quadro 3) ¢ diferente das observagdes
de WATANABE et al. (1980). Esses autores relataram que, além de serem
sensiveis aos antibidticos citados anteriormente, isolados de K. pneumoniae,

provenientes de fontes diversas, sdo susceptiveis aos aminoglicosideos.
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Quadro 3 - Perfil de resisténcia a antimicrobianos de uso terapéutico de
Klebsiella isoladas de dietas enterais

Espécie /
Hospital NI de Isolados (%) de Resisténcia aos antibiéticos indicados

AMC  MAL  AMI AMO®  AMP* ATM  GFL CEF CTX CAZ GLO GEN IPM KN NO 8SUT TET TIC
K pneumoniae 2 2 1 8 8 2 2 0 2 0 0 0 0 3 2 4] 2 1
Hoespital & @5 25 (128 (o gon 25 25 0 25 O o O o @75 25 W 25 (25
(n=8)
K oxptoca 0 0 0 6 6 0 o0 0 o0 0 0 o 0 o0 i
Hospital A @} )] © om0 )] M 0 o 0 O o O o O oo )
(n=5)
. preumoniae 4 g 1) T T g 5 0 5 1 0 0 0 0 1 1) 3 0
Hospital B BRA) @67 0 (00) (00} 88F) G4 0) @14 (143 © 0 © 0 (143 0 @29 O
(n=T)
Total 6 8 1 21 21 8 70 7 10 0 0 03 3 o5 1
(n=21) 288) @B&1) @8 (10 (00 @Exh (@333 0) @33 @8 0 O ©) (143 (43 O @38 @8

AMC-amoxacilinatacido-clavulanico, NAL-acido nalidixico, AMI-amicacina,
AMO-amoxacilina, =~ AMP-ampicilina, = ATM-aztreonam, CFL-cefalotina,
CEF-ceftamet, @ CTX-cefotaxima, @ CAZ-ceftazidima, = CLO-cloranfenicol,
GEN-gentamicina, [PM-imipinem, KN-Kanamicina, NO-neomicina,
SUT-sulfaxotrim, = TET-tetraciclina, = TIC-ticarcilina+acido-clavulanico e
n= numero de isolados.

Os isolados de Klebsiella foram sensiveis aos antibidticos do grupo
B-lactamico: ceftamet, que ¢ uma cefalosporina de terceira geracdo e imipenem,
que ¢ um carbapenem (Quadro 3). Esses isolados também foram inibidos pelos
antibidticos de grupos distintos como: cloranfenicol, uma quinolona;
gentamicina, um aminoglicosidio; e sulfaxotrim, associagdo trimetropina-
sulfametoxazol. Estes resultados reforcam as recomendac¢des de GALES (1997),
segundo o qual, as opgdes terapéuticas mais seguras para o tratamento de
infeccoes causadas por Klebsiella produtoras de [-lactamases seriam
B-lactamicos do grupo carbapenem e, antibidticos ndo lactdmicos, como
fluoroquinolonas, aminoglicosideos e sulfametoxazol associado a trimetropina
poderiam constituir drogas alternativas.

Diferentes perfis de resisténcia a antimicrobianos foram constatados por
outros autores em estirpes de K. pneumoniae 1soladas de alimentos. KAUR et al.

(1988) observaram um indice de 54% de resisténcia a tetraciclina, 36% a
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Kanamicina, 26% ao acido nalidixico e 9% a gentamicina. Esses indices de
resisténcia antimicrobiana foram superiores aos encontrados no presente estudo
para K. pneumoniae isoladas de dietas enterais. Por outro lado, LAZARO et al.
(1999) constataram, em isolados de Klebsiella provenientes de manipuladores e
alimentos, 100% de resisténcia a ampicilina, 45% a cefotaxima, 15% a
Kanamicina e 0,5% a gentamicina.

Essas comparacdes podem sugerir a ocorréncia de mudancas no perfil de
resisténcia ao longo do tempo e refor¢cam as evidéncias de que isolados de
Klebsiella possuem grande variabilidade quanto a resisténcia aos antibioticos.

Foi constatado que os isolados de K. pneumoniae provenientes das dietas
enterais preparadas no hospital B apresentaram, na maioria das vezes, maior
resisténcia aos antibioticos avaliados (Quadro 3). De acordo com GALES
(1997), a prevaléncia de resisténcia a antibidticos pode variar entre diferentes
hospitais, podendo estar relacionada a fatores epidemiologicos locais como o
controle do uso de antibidticos e nas medidas de prevencdo aplicadas por
comissOes de infeccdOes hospitalares sobre o problema de estirpes
multirresistentes .

A variacdo no perfil de resisténcia a antibidticos entre os isolados de
Klebsiella sp. permitiu classifica-los nos antibiotipos descritos no Quadro 4.

A constatacdo da resisténcia multipla a antibioticos nos isolados de
Klebsiella de dietas enterais tem grande significado clinico, pois sdo alimentos
destinados a pacientes, por vezes, imunodeprimidos € que possuem baixa
resisténcia a colonizacdo do trato intestinal, por geralmente estarem recebendo
drogas como antibioticos de amplo espectro e corticoides. A resisténcia a
antibioticos confere a esses patdogenos oportunistas, a maior possibilidade de
colonizarem o hospedeiro e de provocar a doenca.

A producao de B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) ndo foi
verificada entre os isolados de K. pneumoniae e K. oxytoca. Esta constatacao foi
possivel por ndo ser observada a redugdo da concentragdo inibitdria minima

(MIC) do antimicrobiano associado ao inibidor de -lactamase em comparagdo
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Quadro 4 - Antibiotipos especificados por isolados

Antibiotipo Isolados Resisténcia aos antibioticos
I P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, AMO ¢ AMP
P8, P9, P11,P13 e U5

11 U3 NAL, AMO, AMP ¢ ATM

111 P15 AMO, AMP,ATM, KN e TET

v U2 AMC, NAL, AMO, AMP, ATM, CFL e CTX

\'% U4 NAL, AMO, AMP, ATM, CFL, CTX e TET

VI P17 AMC, NAL, AMO, AMP, CFL, CTX, KN e NO
VII Ul AMC, NAL, AMO, AMP, ATM, CFL, CTX e CAZ
VIII U7 AMC, NAL, AMO, AMP, ATM, CFL, CTX, TET
IX U8 AMC, NAL, AMO, AMP, ATM, CFL, CTX,NO ¢

TET
X P14 AMC, NAL, AMI, AMO, AMP, ATM, CFL, CTX,

KN, NO, TET e TIC

Os 1solados estdo especificados no Quadro 1, Capitulo 1 e os antibidticos estdo
descritos no Quadro 2, deste capitulo.

com o MIC do antimicrobiano B-lactamico isolado (ceftazidima ou cefotaxima),
utilizando o Eteste (AB BIODISK, Solna, Sweden). Em isolados clinicos de
K. pneumoniae ja se identificou uma nova [-lactamase que hidroliza antibidticos
do grupo carbapenem, sendo codificada por genes contidos em plasmideo de
50 Kb (YIGIT et al., 2001).

A resisténcia aos antibidticos utilizados como substrato para a deteccao de
estirpes produtoras de B-lactamases de espectro ampliado variou de 0 a 38,1%
(Quadro 3). Maior incidéncia de resisténcia foi registrada para os [-lactdmicos
aztreonam e cefotaxima com indices respectivos de 38,1 e 33,3 %, enquanto
menor resisténcia foi para ceftazidima e ceftamet 4,8 e 0 % respectivamente
(Quadro 3). Embora a incidéncia de resisténcia ao antibiotico cefotaxima tenha
sido elevada, a producdo de ESBL, ndo foi verificada. De acordo com GALES
(1997), o teste empregado pode falhar em detectar estirpes produtoras de ESBL,
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como no caso de apresentar MICs situados fora da escala da fita teste para um
dos compostos, uma vez que o antimicrobiano estd presente em um nimero

reduzido de diluigdes.

3.1. Aspecto mucodide e producio de capsula

A maioria dos isolados de Klebsiella, obtidos de dietas enterais, formou
coldnias com aspecto mucoide pouco intenso em agar TSA (Quadro 5). Quatro
isolados (26,7%) de K. pneumoniae apresentaram aspecto mucoide moderado e
apenas o isolado U4 (6,7%) apresentou aspecto mucoédide intenso. VERNET et al.
(1995) também constataram que o aspecto mucoide ocorre com freqiiéncia baixa,
tendo em vista que em 241 isolados clinicos de K. pneumoniae, apenas 7,0%
apresentavam essa caracteristica.

A presenca de capsula no isolado U4, assim como nos isolados cujas
colonias apresentaram aspecto mucdide moderados, foi confirmada pela
observagcdao microscopica de preparagdes tratadas com tinta Nanquim. Nos
isolados que apresentaram coldnias com aspecto mucoéide fraco nao foi possivel
observar céapsula pela coloragdo usada. O aspecto mucodide da colonia esta
relacionado com a produgdo da capsula (MATATOV et al., 1999), que € um fator
de viruléncia essencial para que Klebsiella possa superar o sistema imune do
hospedeiro (SIMOONS-SMIT et al., 1986). Portanto, a auséncia desse fenotipo
em colonias de Klebsiella pode estar associada com redug¢do da viruléncia.
NASSIF et al. (1989) demonstraram que o aspecto mucodide das colonias ¢€
determinado por uma proteina codificada por um gene, designado rmpA,
localizado em um plasmideo de 180 Kb.

O tipo de capsula produzida por K. pneumoniae parece desempenhar um
papel importante na resisténcia ao soro sangiiineo e a fagocitose, mas contribui

somente parcialmente para a viruléncia em camundongos (KABHA et al., 1995).
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Quadro 5 - Caracteristicas relacionadas com a viruléncia avaliadas em isolados de Klebsiella provenientes de dietas enterais

Espécie/ Hospital Aspecto  Atividade PC-PLC  Produgéo de B-lactamase Produgéo de Expresséo do Receptor Produgdo de Enterotoxina DLso DLso Il
codigo Mucdide Hemolitica (Lecitinase) Espectro Ampliado Aerobactina Aerobactina-ferro Termoestavel
K.pneumoniae
P6 A ) ) ) ) ) ) ) nd nd
P7 A ) ) ) ) ) ) ) nd nd
P8 A ¢) ) ) ¢) ) ) ¢) nd nd
P11 A ) ) ) ) ) ) ) nd nd
P13 A ) ) ) ) ) ) ) nd nd
P14 A ) ) ) ) ) O] ) nd nd
P15 A +) ) ) ®) ) ) ®) >6,0x 107 >7.2x 10
P17 A Q) ) ) ) ) ) ¢) nd nd
Ul B *H ) ) ) ) ) Q) nd nd
U2 B Q) ) ) ) ) ) ¢) nd nd
u3 B ) ) ) ) ) ) ) nd nd
U4 B ) ) ) ) ) ) ) >5,1x10°  >4.9x 10°
Us B ©) G G ©) G ) “) nd >6,4x 10°
u7 B ) ) ) ) ) ) Q) nd nd
U8 B ) ) G Q) G ) Q) nd >8,6x 10
K.oxytoca
Pl A ) ) ) ) ) ) ) nd nd
P2 A ) ) ) ) ) ) ) nd nd
P3 A ) ) ) ) ) ) ) nd nd
P4 A ) ) ) ) ) ) ¢) nd nd
P5 A ) ) ) ) ) O] ) nd nd
P9 A ) Q) Q) ) Q) Q) Q) nd nd

(-) Auséncia do determinante de viruléncia avaliado e (+) Presenca do determinante de viruléncia avaliado;
DLs, I, camundongos com sistema imunoldgico normal e DLslI, utilizando camundongos imunodeprimidos; Nd, caracteristica nao
avaliada.
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3.2. Ensaio quantitativo de adesio e invasao

No ensaio realizado em células Caco-2, 16 (76,2%) dos 21 isolados de
Klebsiella apresentaram adesdo expressiva (Figura 1). Isolados do hospital A, de
uma forma geral, apresentaram maiores indices de adesdo, em relagdo aos
isolados do hospital B. Essa diferenga entre os isolados desses hospitais pode
estar relacionada a wuma maior producdo de capsula por isolados,
predominantemente do hospital B (Quadro 5). Observa-se que os isolados P15,
Ul, U4, U7 e U8 nao apresentaram uma adesdo expressiva (Figura 1) e,
coincidentemente, foram os mesmos isolados cujas colonias apresentaram
aspectos mucoide (Quadro 5). Como sugerido por FAVRE-BONTES et al.
(1999), a capsula desempenha um papel ativo durante a etapa inicial da
patogénese por interagir com células produtoras de muco no intestino, porém nao
¢ requerida nas interagdes envolvendo as adesinas e a superficie de células
epiteliais. Outros autores também relacionaram a producdo de capsula com a
capacidade de adesdo as células intestinais epiteliais. MATATOV et al. (1999)
verificaram que estirpes de K. pneumoniae encapsuladas possuem incapacidade
de reunir as subunidades pré-formadas de fimbrias do tipo I na superficie
bacteriana.

Considerando que as estirpes de Klebsiella sdo geralmente,
multirresistentes e que o trato gastrointestinal de pacientes € o principal
reservatorio de estirpes nosocomiais, estabeleceu-se uma relagdo entre adesao a
linha de células epiteliais intestinais Caco-2 e multirresisténcia a antibioticos, dos
isolados de Klebsiella deste trabalho. Observou-se que os isolados que tiveram
uma adesdo menos expressiva foram todas resistentes a pelo menos cinco
antibidticos, enquanto que aqueles com adesdo mais expressiva foram,
predominantemente, resistentes a dois antibidticos, amoxacilina e ampicilina.
Observagoes semelhantes foram obtidos no estudo realizado por LIVRELLI et al.
(1996). Esses autores avaliando propriedades adesivas e resisténcia a antibioticos

em isolados clinicos de Klebsiella, Enterobacter e Serratia, ndo encontraram
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Figura 1 - Ensaio de adesdo realizado com 21 isolados de Klebsiella de dietas
enterais em células Caco-2, com dois tratamentos. Controles estdo
listados Quadro 1. Os resultados sdo médias de contagens de
colonias tipicas de Klebsiella realizadas em duplicata com duas
repeticoes.

nenhuma relagdo entre o padrao de adesdo e resisténcia a antibidticos especificas,
sugerindo que existem outros fatores de adesdo ndo conhecidos envolvidos. No
entanto, relacdo diferente entre essas duas caracteristicas foi encontrada por
MARTINO et al. (1997) que sugeriram uma associagao diretamente proporcional
entre resisténcia multipla a antibioticos e adesdo a células intestinais epiteliais
Caco-2, para a maioria dos 61 isolados clinicos de Klebsiella avaliados.

A andlise de variancia indicou haver diferencas significativas, a 1% de
probabilidade, entre as caracteristicas de adesdo dos isolados de Klebsiella sp. em
células Caco-2 e dos controles positivos e negativos. Entretanto, ndo foram
detectadas diferencas significativas na adesdo quando manose foi adicionada ao
meio. A interacdo entre as caracteristicas de adesdo e invasdo e manose também

foi ndo significativa (Quadro 6).
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Quadro 6 - Resumo da andlise de variancia para adesdo ¢ invasdo, em diferentes tipos de células eucarioticas, considerando o
comportamento das estirpes bacterianas testadas (QMG: Quadrado médio de Gendtipo), da adigdo ou ndo de manose as
células eucaridticas (QMM: Quadrado Médio de Manose), interagdo entre gendtipo e manose (QMGM Quadrado médio
da interagdo Geno6tipo € Manose) e QMR: Quadrado Médio do Residuo.

ADESAO
Célula Hospedeira QMG QMM QMGM QMR
Caco-2 629583088804348** 578005300000™ 57939537847826,1™ 2097813708333333
VERO 133948408729,7™ 56060866816,66™ 28013366034,06™ 80044568483,33
Hep-2 204385777210469™ 219164264508817™ 204061363405860™ 210303914323817
INVASAO

Caco-2 347664087430,97** 164666040066,66™ 392910209712,32%%* 170267142252,08
VERO 1192794601,13* 11915913,375™ 607817155,98™ 569797025,04
Hep-2 6682218228,8** 424284504,16™ 476231191,12* 265019566,66

significativo a 5% de probabilidade.
** significativo a 1% de probabilidade.
™ ndo significativo.
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O teste de média de Tukey permitiu agrupar as estirpes estudadas em
grupos distintos, de acordo com o padrio de adesdo nas células Caco-2. O
controle positivo C2, constituido pela E. coli enteroagregativa formou um grupo
isolado dos demais, os padroes de adesdo dos isolados P1, P9, P15, U4, US, U7,
U1 e do controle negativo (C3) formaram outro grupo e o restante dos isolados e
um dos controles positivos (C1) foram classificados em dois niveis “a” e “b”
(Quadro 7).

Foi possivel observar que existem diferengas, com relagdo caracteristicas
de adesdo em células Caco-2, entre os isolados de uma mesma localidade
(Quadro 7). Por exemplo, estirpes isoladas de uma mesma amostra de dietas
enterais do hospital A, como os isolados P15 e P14, ficaram em grupos distintos.
Ao contrario, o isolado P15, que embora tenha sido isolada no hospital A,
apresentou um padrao muito proximo do isolado U8 proveniente do hospital B. A
observacdo de variagdes entre isolados de mesma localidade também foi
observada na analise de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso-RAPD
(Capitulo 1).

Ainda considerando a caracteristica de adesdao em células Caco-2 pode-se
destacar a diversidade entre isolados da mesma espécie (Quadro 7). Nota-se que
os isolados de K. oxytoca foram separados em grupos distintos, o mesmo
ocorrendo para os isolados de K. pneumoniae. Alta diversidade apenas entre o
isolados de K. pneumoniae também foi observada na analise de RAPD, descrita
no Capitulo 1.

Nao foi observada adesdo expressiva para nenhum dos isolados de
Klebsiella na linhagem de células VERO (Figura 2). Esta observagdo pode estar
relacionada a origem das células VERO, as quais sdo derivadas de células de rins
de macacos. A escolha dessa linhagem de célula para estudos de adesdo dos
isolados de Klebsiella foi baseada no fato de serem células amplamente utilizadas
em diferentes estudos in vitro, por ndo serem derivadas de carcinoma.

Mesmo a adesdo das estirpes de Klebsiella sp. em células VERO ter sido

pouco expressiva, pode-se observar que estirpes de K. pneumoniae do hospital A

80



Quadro 7 - Teste de média para as 24 estirpes testadas que foram significativos a 5% e1% pelo teste F, considerando caracteristicas de
adesao para as c¢lulas Caco-2 e invasao para as células Caco-2, VERO e Hep-2.

Adesdo/Caco-2 Invasdo/Caco-2 Invasdo/VERO Invasao/HEp-2
Isolado Média Tukey Isolado Média Tukey Isolado Média Tukey Isolado Média Tukey
C2(+) 63850000 a P17 1157200 a P7 68500 a U8 174250 a
Cl(+) 22350000  ab P2 693650 a P8 41155 a u7 94700 b
P7 21225000  ab P8 642875 a P6 39900 a P13 84675 bc
P8 17060000  ab P4 639000 a P3 39550 a P8 76000 bed
U5 15175000  ab P3 162650 a P2 34275 a U5 69975 bed
P13 15000000  ab P15 130600 a P4 32450 a P7 60025 bcde
P14 14277500  ab U5 101600 a P17 28530 a P6 48750 bcde
U3 14130000  ab Cl(+) 91650 a P5 28250 a P11 46650 bede
P11 13490000  ab Ul 72500 a uUs 27350 a P14 40525 bede
P17 0012627500 ab P14 61650 a P11 27205 a P15 38325 bede
P3 12362500  ab P13 58750 a P1 25950 a Ul 34925 bede
P6 10937500  ab P11 54500 a P13 19350 a C2(+) 33575 bcde
P4 10175000  ab P5 51200 a P9 18225 a [8) 27625 cde
U2 9457000 ab P6 43900 a Ul 13150 a C!(+) 27400 cde
P2 8342500 ab P7 36700 a P14 12550 a P17 20500 de
P5 8210000 ab u7 32010 a u3 9385 a u3 6065 e
Pl 7510000 b Pl 28750 a P15 8650 a U4 4715 e
P9 6025000 b P9 26725 a U4 4763 a P2 3850 e
P15 4437500 b C2(+) 25760 a Cl(+) 4170 a P5 3737.5 e
U4 2864000 b U2 22502.5 a C2(+) 1792.5 a P1 3462.5 e
Us 2603000 b U4 19600 a Us 1370 a P4 3222.5 e
u7 2367500 b Us 17162.5 a u7 1295 a P9 3182.5 e
Ul 852500 b u3 17000 a U2 360 a P3 2850 e
C3(-) 0 b C3(-) 950 a C3(-) 50 a C3(-) 0 e
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Figura 2 - Ensaio de adesdo realizado com 21 isolados de Klebsiella de dietas
enterais em células VERO, com dois tratamentos. Controles estao
listados no Quadro 1. Os resultados sdo médias de contagens de
colonias tipicas de Klebsiella realizadas em duplicata com duas
repeti¢des.

sobressairam em relacdo as estirpes da mesma espécie do hospital B,
concordando com os dados de adesdao obtidos com células Caco-2. Entretanto, a
analise de varidncia ndo detectou diferenca significativa entre os isolados de
dietas enterais e ente controles positivos e negativos.

Apenas os isolados de K. prneumoniae aderiram as células HEp-2
(Figura 3). De acordo com FADER et al. (1988), isolados clinicos de
K. pneumoniae assim como outros patdgenos respiratorios, apresentam um certo
tropismo de ligacdo a células HEp-2. O mesmo nao se aplica aos isolados de
K. oxytoca. Uma explicagdo seria que, diferencas nas especificidades de ligagcdes
sao refletidas no tropismo caracteristico dos diferentes tipos de fimbrias, em se
ligar a estruturas presentes em células epiteliais de diferentes tecidos

(TAKKANEM et al., 1990).
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Figura 3 - Ensaio de adesdo realizado com 21 isolados de Klebsiella de dietas
enterais em células HEp-2, com dois tratamentos. Controles estdo
listados no Quadro 1. Os resultados sdo médias de contagens de
colonias tipicas de Klebsiella realizadas em duplicata com duas
repeticoes.

Nao foram verificadas diferengas significativas entre dos dados de
adesdo dos isolados em células HEp-2. Porém, quando analisado
individualmente, em meios sem adicdo de manose, foi constatado um efeito
genotipo significativo.

Comparando a capacidade de adesdo dos isolados entre as linhagens de
células epiteliais humanas analisadas neste trabalho, constatou-se que, para a
maioria dos isolados, os maiores indices foram observados em células Caco-2
(Figuras 1, 2 e 3). Este resultado refor¢a a colocacao feita por MARTINO et al.
(1997) de que a adesdo a células intestinais ¢ essencial para emergéncia e
persisténcia de Klebsiella no intestino humano e a de varios estudos
epidemiologicos que revelam que o reservatério de K. pneumoniae envolvidas em

J4

infecgdes nosocomiais ¢ o trato gastrointestinal de pacientes. Adicionalmente,
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observou-se que estirpes de K. pneumoniae do hospital A, de uma forma geral,
apresentaram maiores indices de adesdo nesta linagem de célula eucariotica.
A maioria das estirpes de Klebsiella sp. invadiu células Caco-2 e maiores indices

foram verificados nos isolados do hospital A (Figura 4).
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P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P11 P13 P14 P15 P17 U1 U2 U3 U4 U5 U7 U8 C1(+)C2(+)C3(-)
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Figura 4 - Ensaio de invasdo realizado com 21 isolados de Klebsiella de dietas
enterais em células Caco-2, com dois tratamentos. Controles estdo
listados no Quadro 1. Os resultados sio médias de contagens de
colonias tipicas de Klebsiella em duplicata, com duas repetigdes.

Invasdo em células VERO foi observada, apesar dos indices terem sido
baixos, sendo mais expressiva entre os isolados do hospital A (Figura 5) e apenas os
isolados de K. pneumoniae invadiram as cé¢lulas HEp-2 (Figura 6).

Maiores indices de invasdo foram registrados nas células Caco-2 e HEp-2
do que nas células VERO (Figuras 4, 5 e 6).

Foram verificadas diferengas significativas de invasdo entre os isolados
para os trés tipos de células Caco-2, VERO e Hep-2 (Quadro 6). As analises de

interagdo caracteristica de invasdo e manose foram significativas para as células
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Figura 5 - Ensaio de invasdo realizado com 21 isolados de Klebsiella de dietas
enterais em células VERO, com dois tratamentos. Controles estdao
listados no Quadro 1. Os resultados sdo médias de contagens de coldnias
tipicas de Klebsiella realizadas em duplicata com duas repeticoes.
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Figura 6 - Ensaio de invasdo realizado com 21 isolados de Klebsiella de dietas
enterais em cé¢lulas Hep-2, com dois tratamentos. Controles estdo
listados no Quadro 1. Os resultados sio médias de contagens de
colonias tipicas de Klebsiella realizadas em duplicata com duas

repeticoes.
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Caco-2 e HEp-2, ou seja, existem isolados que apresentam comportamento
diferenciado na presen¢a ou ndo de manose. Embora a caracteristica de invasao
tenha apresentado na analise de varidncia, diferencas significativas entre si para
os trés tipos de células, o teste de média s6 evidenciou esta diferenga para as
células HEp-2 (Quadro 7). Neste caso, cinco grupos foram observados. O isolado
U8 constituiu um grupo isolado, assim como o isolado U7. Os isolados U3, U4,
P2, P5, P1, P4, P9, P3 e C3(+) constituiam um outro grupo, ¢ os demais foram
classificados em mais que um grupo.

Pode-se observar uma tendéncia ao agrupamento dos isolados do hospital
A por espécies, ao passo que mesmas espécies dos isolados do hospital B ficaram
alocadas em grupos distintos.

O mecanismo que capacita K. pneumoniae a invadir células epiteliais
humanas ainda nao é bem conhecido. Admite-se, com base nos resultados de um
estudo com Salmonella typhi Ty2, que o mecanismo de invasao nao ¢ dependente
somente de microfilamentos exibido por muitas bactérias entéricas, como
estirpes de E. coli enteroinvasiva, Salmonella, Shigella e Yersinia e ainda, que
ele ocorre por endocitose mediada por receptores (OELSCHLAEGER e TALL,
1997).

A presenca de manose nao resultou em diferencgas expressivas na adesao e
invasdo dos isolados de Klebsiella nas diferentes linhagens de células
eucaridticas avaliadas neste estudo (Figuras 1 a 6). A presenca de manose inibe a
expressao de adesinas fimbriais do tipo 1, que sdo amplamente distribuidas entre
bactéria Gram-negativas (EDWARD e PUENTE, 1998). Este resultado pode
sugerir que a expressao de fimbrias do tipo 1 ndo ¢ determinante na adesdo e
invasdo dos isolados de Klebsiella nas células eucaridticas utilizadas neste
experimento.

Um dendrograma de agrupamento para as varidveis de adesdao e invasao
utilizando a distdncia generalizada de Mahalanobis foi feito pelo método
hierarquico UPGMA (Figura 7). Percebe-se que a utilizagdo da analise de
agrupamento se mostrou mais eficiente para discriminagdo dos isolados, sendo

possivel o estabelecimento de varios grupos.

86



0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Distancia Generalizada de Mahalanobis

Figura 7 - Dendrograma de agrupamento hierarquico pelo método UPGMA, com
base na distancia, generalizada de Mahalanobis, entre as estirpes
avaliadas no teste quantitativo de adesdo e invasdo, que incluem
isolados de Klebsiella listados no Quadro 1 Capitulo 1 e controles
listados no Quadro 2 deste capitulo.

Existe uma semelhanca elevada entre os grupos formados pela andlise de
agrupamento com o teste média, uma vez que as distancias de Mahalanobis sdo
estabelecidas a partir das médias das caracteristicas de adesdo e invasdo. Assim,
isolados com menores valores de média para as varias caracteristicas tendem a
ficar agrupadas. Por exemplo, os isolados P1, P2, P3, P4 e P5 da espécie
K. oxytoca ficaram agrupados por apresentarem a distancia de Mahalanibis de até
12. Nas Figuras 5 e 6 as semelhangas entre estes isolados podem ser bem
evidenciadas.

Nota-se que os isolados de K. pneumoniae ficaram distribuidos em
diferentes grupos, enquanto que os isolados de K. oxytoca tenderam a se agrupar,
pela caracteristica de adesdo e invasdo. Esses dados concordam, de uma forma

geral, com os dados de agrupamento pelo padrio de RAPD (Capitulo 1),
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confirmando uma maior diversidade entre os isolados de K. pneumoniae quando

comparados aos isolados de K. oxytoca.

3.3. Producao de aerobactina

Nas condigdes experimentais usadas os isolados de Klebsiella
provenientes de dietas enterais ndo apresentaram produg¢do de aerobactina
(Quadro 5). Para muitos autores sdo raros os isolados de Klebsiella aerobactina
positivos, independente da espécie ou fonte de isolamento (MARTINEZ et al.,
1987; WILLIAMS et al., 1987 ¢ PODSCHUN e ULLMANN, 1992). VERNET
et al. (1992) registraram uma incidéncia de 3,7 % de K. pneumoniae produtora de
aerobactina entre 190 isolados clinicos e concluiram que a produgdo de
aerobactina nao ¢ um fendtipo disseminado entre isolados clinicos nosocomiais.
VERNET et al. (1995) constataram que, em 241 isolados clinicos de
K. pneumoniae, apenas 6,7% apresentaram produgdo de aerobactina. Em estudo
comparativo de fatores de viruléncia entre isolados clinicos de K. terrigena e
K pneumoniae, PODSCHUN et al. (2000) verificaram que nenhuma das
74 estirpes de K. terrigena e apenas 5% das 50 estirpes de K. pneumoniae tinham
a capacidade de sintetizar aerobactina.

Baseado nos resultados encontrados e nas informacdes da literatura
consultada, Klebsiella poderia ser incluida no grupo de enterobactérias que
apresentam baixa taxa de produtores de aerobactina. A divisdo de grupos de
acordo com a incidéncia de estirpes aerobactina positiva foi proposta por
MARTINEZ et al. (1987). Um grupo constituido por géneros que apresentam
poucas (< 20%) estirpes produtoras de aerobactina, compreendendo Serratia,
Proteus e Salmonella e o outro grupo, que inclui o género Escherichia que

mostrou uma elevada incidéncia de sintese de aerobactina (40%).
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Figura 8 - Teste da producao de aerobactina em dgar M9 adicionado de 200ug de
2 2'-dipiridina. Teste positivo ¢ indicado pela presenga de coldnias
satélites ao redor do isolado avaliado, como verificado para o controle
positivo (C+). C- = controle negativo, P1 e P2 sdo isolados descritos
no Quadro 1, Capitulo 1.

Considerando que a biodisponibilidade de ferro no hospedeiro ¢
extremamente baixa (10"® M), que o ferro é essencial para o crescimento
microbiano, que a incidéncia de aerobactina ¢ baixa entre os isolados de
Klebsiella podendo nao ter papel chave na patogenicidade, levanta-se a questdao
sobre os mecanismos que poderiam garantir o suprimento de ferro no hospedeiro
para essa bactéria. Sabe-se que, além de aerobactina, isolados de Klebsiella
expressam um outro tipo de sider6foro, denominado enterobactina (WILLIAMS
et al., 1987; REISSBROADT e RABSCH, 1988 ¢ PODSCHUN e ULLMANN,
1992). Porém, estudos que avaliaram a contribuicdo de enterobactina para a
viruléncia bacteriana produziram resultados contraditorios. YANCEY et al.
(1979) reportou que mutantes de Salmonella typhimurium defectivos na
capacidade de sintetizar esse sider6foro foram menos virulentos em
camundongos, enquanto que BENJAMIN et al. (1985) ndo verificaram relacao

entre viruléncia de Salmonella e capacidade de sintetizar enterobactina. De
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acordo com PODSCHUN e ULLMANN (1998), o papel da enterobactina na
viruléncia de enteropatdgenos permanece incerta.

Outra alternativa para a aquisicdo de ferro pelos isolados clinicos de
Klebsiella nao produtores de aerobactina seria a utilizagdo de aerobactina
introduzida exogenamente por outras bactérias (WILLIAMS et al., 1989). Por
sintetizar somente o receptor aerobactina ferro, as estirpes poderiam apresentar
uma vantagem sobre outras bactérias que sintetizam aerobactina, em uma
infeccao mista.

Klebsiella, assim como, Haemophilus influenzae ou Neisseria menigitidis,
também poderia expressar receptores para transferrina ou lactoferrina que
removeriam o ferro diretamente de proteinas ligadas ao ferro. Além disso,
poderia utilizar o ferro em compostos liberados por trauma ou doencas no

hospedeiro (BULEN et al., 2000).

3.4. Atividade hemolitica e de fosfatidilcolina (PC-PLC)

A atividade hemolitica em meio TSA, adicionado de 0,5% de eritrocitos
de coelho nao foi constatada em nenhum dos isolados de Klebsiella (Quadro 5).
Estudos de incidéncia desse fator de viruléncia tanto em isolados clinicos quanto
de alimentos ndo foram encontrados na literatura consultada. Esse fator de
viruléncia foi detectado in vitro, em 1980 por ALBESA et al. em teste realizado
em agar sangue contendo eritrocitos de coelho. Desde entdo, esse grupo de
pesquisadores vem estudando essa citolisina (ALBESA et al., 1985; ALBESA,
1989), sendo que a especificidade por eritrécitos de coelho foi sempre
confirmada.

A auséncia da atividade hemolitica nas condi¢des deste trabalho pode
estar relacionada a falta de ativadores para a expressao dos genes que codificam
tal enzima, que muitas vezes nao sao reproduziveis em condig¢des in vitro. Outro
aspecto relevante que ¢ colocado por ALBESA et al. (1985), ¢ a relagdo entre

atividade hemolitica e atividade enterotoxica. Na revisdo desses autores sido
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descritas as presencgas desses dois fatores de viruléncia, simultaneamente, em
espécies patogénicas.

A atividade de lecitinase ou PC-PLC foi ausente para todos os isolados
nas condicdes em que foi determinada (Quadro 5). Esse resultado esta de acordo
com SINGH et al. (1999) que relataram que a atividade de lecitinase ¢ rara em
isolados de Klebsiella, uma vez que apenas 2,4% de 168 isolados clinicos de
K. pneumoniae apresentaram essa atividade. Além disso, verificaram a auséncia
dessa atividade entre 11 isolados de K. oxytoca. Esse trabalho foi o primeiro
relato de atividade lecitinase em isolados de Klebsiella e o papel desse fator de

viruléncia na patogenidade desse género bacteriano ainda nao ¢ conhecido.

3.5. Producao de enterotoxina termoestavel

Os isolados de K. pneumoniae ¢ K. oxytoca, avaliados neste estudo, nao
demonstraram a producdo de enterotoxina termoestdvel determinada pela
metodologia dos camundongos recém-natos (Quadro 5). Outros autores também
ndo registraram a presenca de enterotoxinas em isolados de Klebsiella. LAZARO
et al. (1999) verificaram pela mesma metodologia que, entre 18 estirpes de
K. pneumoniae isoladas de alimentos e manipuladores, apenas as estirpes
provenientes de manipuladores foram toxigé€nicas. Entretanto, os resultados
permitem caracterizar os isolados de Klebsiella como ndo toxigé€nicos, apenas
quando considera-se a producdo de enterotoxina termoestavel, pois de acordo
com alguns autores (ASNANI e JHANJEE, 1982; ARORA et al., 1983) estirpes
de Klebsiella possuem capacidade de produzir tanto enterotoxinas estaveis, como
sensiveis ao calor. Além disso, outros autores verificaram uma alta incidéncia de
enterotoxina termossensivel em estirpes de K. pneumoniae isoladas de alimentos.
KAUR et al. (1988) verificaram que 61 de 100 estirpes de K. pneumoniae

isoladas de alimentos, produziam enterotoxina termossensivel.
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3.6. Determinacio da DLsy em camundongos normais e imunodeprimidos

A determinacdao da DLs, em camundongos normais e imunodeprimidos
demonstrou que todos isolados avaliados foram avirulentos (Quadro 5). A
imunodepressdo dos camundongos antes da inoculacdo intraperitonial da bactéria
foi adotada neste trabalho, pelo fato da dose letal poder falhar em distinguir
estirpes virulentas e avirulentas de bactérias que causam doengas,
preferencialmente em pessoas com o sistema imunoldgico deprimido. Entretanto,
isolados clinicos de Klebsiella foram virulentos para camundongos com o
sistema imunoldgico normal (NASSIF e SANSONETTI, 1986; KABHA et al.,
1995; LE ROY et al., 1995 e VERNET et al., 1995).

Muitos estudos de DLs, conduzidos com isolados clinicos de Klebsiella
relacionam o sorotipo capsular, o aspecto mucoide das coldnias e a producao de
aerobactina com a patogenicidade em camundongos. NASSIF e SANSONETTI
(1986) verificaram que isolados clinicos de K. pneumoniae K1 e K2 contendo
plasmideo de 180 Kb, e com o gene que codifica aerobactina, foram virulentos e,
estirpes dos mesmos sorotipos, mas sem o plasmideo, foram avirulentos. No
estudo comparativo dos sorotipos capsulares K2 e K21 de K. pneumoniae,
KABHA et al. (1995) verificaram que o tipo capsular K2 apresentou viruléncia
elevada em camundongo, enquanto que o sorotipo K21 foi classificado como
avirulento. Porém, esses autores observaram que o tipo capsular contribui
somente parcialmente, com a viruléncia dessa espécie bacteriana em
camundongo. VERNET et al. (1995) demonstraram que isolados de
K. pneumoniae de sorotipo K2 foram mais virulentos que estirpes de sorotipos
K23 e K28, onde as estirpes analisadas apresentavam o fendtipo de aspecto
mucdide das coldnias e produgdo de aerobactina.

Nota-se, nos trabalhos citados, que a patogenicidade em modelos animais
estd na dependéncia da associagdo de fatores.

Considerando que a determinacdo de patogenicidade pela DLs, tem como
critério a letalidade de camundongos dose dependente, essa metodologia pode

falhar em caracterizar a viruléncia de estirpes bacterianas, quando a infecc¢ao
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desencadeada nao resulta em septicemia letal. Outra metodologia em modelos
animais utilizada para determinar a patogenicidade de isolados clinicos de
Klebsiella ¢ a indugdo experimental de lesdes de pele. De acordo com essa
metodologia SIMOONS-SMITH et al. (1984) verificaram que estirpes
nosocomiais de Klebsiella pertencentes ao sorotipos K1, K2, K4 ¢ K5 sdo mais
virulentas que as do sorotipo K6 e sorotipos acima de K6. Baseado nessas
observacdes e ao fato de ter sido isolado neste trabalho estirpes de
K. pneumoniae dos sorotipos K4 e K5, sugere-se a utilizacdo de um outro modelo
animal, além desses descritos, para melhor caracterizar a patogénese dos isolados

in vivo.

93



4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBESA, 1. Klebsiella pneumoniae haemolysin adsorption to red blood cells.
J. Appl. Bacteriol., v. 67, p. 263-266. 1989.

ALBESA, 1., BARBERIS, L. I., PAJARO, C., FARNOCHI, M. C., ERASO, A.
J. A thiol-active hemolysin in Gram-negative bacteria. Can. J. Microbiol.,
v.31, p. 297-300. 1985.

ALBESA 1., ERASO. A. J., FRIGERIO, C. 1., LUBETKIN, A. M. Hospital
outbreak in a care unit for infants, due to Klebsiella tribe. Rev. Arg.
Microbiol., v. 12, p. 39-43. 1980.

ARORA, D. R., CHUGH, T. D., VADEHA, D. V. Enterotoxigenicity of
Klebsiella pneumoniae. Ind. J. Path. Microbiol., v. 26, p. 65-70. 1983.

ASNANI, P. J., JHANIJEE, A. Klebsiella pneumoniae enterotoxin. II. Physico-
chemical properties of enterotoxin, Acta. Microbiol., Acad. Aci. Hung.,
v.29, p. 139-145. 1982.

BENJAMIN, W. H., TURNBOUGH, C. L., POSEY, B. S., BRILES, D. E. The
ability of Salmonella typhimurium to produce the siderophore enterobactin is
not a virulence factor in mouse typhoid. Infect. Immun., v. 50, p. 392-397.
1985.

BULLEN, J., GRIFFTHS, E., ROGERS, H., WARD, G. Sepsis: the critical role
of iron. Microb. Infect., v. 2, p. 409-415. 2000.

94



CAMPRUBI, S., TOMAS, J., MUNOA, F., MADRID, C., JUAREZ, A.
Influence of lipopolysaccharide on external hemolytic activity of Sa/monella

typhimurium and Klebsiella pneumoniae. Curr. Micobiol., v. 20, p. 1-3.
1990.

CASEWELL, M. W. The epidemiology of Klebsiella aerogenes in an intensive
care unit. Res. Clin. Forums, 1, 101. 1977.

COFFEY, A., ROMBOUTS, F. M., ABEE, T. Influence of environmental
parameters on phosphatidylcholina phospholipase C production in Listeria
monocytogenes from other Listeria species. Appl. Environ. Microbiol., v.62,
p. 1252-1256. 1996.

CRUZ, C.D. Programa GENES - aplicativo computacional em genética e
estatistica. Vigosa, MG: UFV, 1997. 442 p.

CRUZ, C.D., REGAZZI, A.. Modelos biométricos aplicados ao
melhoramento genético. Universidade Federal de Vicosa. Vicosa, Minas
Gerais. 1994.

DARFEUILLE-MICHAUD, A., JALLAT, C., AUBEL, D., SIROT, D., RICH,
C., SIROT, J., JOLY, B. R-plasmid-encoded adhesive factor in Klebsiella
pneumoniae strain responsible for human nosocomial infections. Infect.
Immun., v. 60, p. 44-45. 1992.

DI MARTINO, P., LIVRELLI, V., SIROT, D., JOLY, B., DARFEUILLE-
MICHAUD. A new fimbrial antigen harbored by CAZ-5/SHV-4- producing

Klebsiella pneumoniae strains involved in nosocomial infection. Infect.
Immun., v. 64, p. 2266-2273. 1996.

EDWARDS, R. A., PUENTE, J. L. Fimbrial expression in enteric bacteria: a
critical step in intestinal pathogenesis. Trends in Microbiology, v.6,
p.282-287. 1998.

FADER, R. C., GONDESEN, K., TOLLEY, B., RITCHIE, D. G., MOLLER, P.
Evidence that in vitro adherence of Klebsiella pneumoniae to ciliated hamster

tracheal cells is mediated by type 1 fimbriae. Infec. Immun., v.56,
p.3011-3013. 1988.

FAVRE-BONTES, S., DARFEUILLE-MICHAUD, A., FORESTIER, C.
Aggregative adherence of Klebsiella pneumoniae to human Intestine-407
cells. Infect. Immun., v. 63, p. 1318-1328. 1995.

FAVRE-BONTES, S., JOLY, B., FORESTIER, C. Consequences of reduction of

Klebsiella pneumoniae capsule expression on interactions of this bacterium
with epithelial cells. Infect. Immun., v. 67, p. 554-561. 1999.

95



GALES, A. C. Prevaléncia, sensibilidade a antimicrobianos e tipagem
molecular de amostras de Klebsiella pneumoniae produtoras de beta
lactamases de espectro ampliado. Sao Paulo, SP: EPM, 1997. 132p.
Dissertagdo (Mestrado em Doengas Infecciosas ¢ Parasitarias) - Escola
Paulista de Medicina, 1997.

GIANELLA, R. A. 1976. Suckling mouse model for detection of heat-stable
Escherichia coli enterotoxin: characteristics of the model. Infect. Immun.,
v.14, p. 95-99.

HARRIGAN, W. F., McCANCE, M. E. Laboratory methods in food and dairy
microbiology. New York: Academic Press, 1976. 451p.

HENANDEZ-ALLES, S., ALBERTI, S., ALVAREZ, D., et al. Porin expression
in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. Microbiol., v. 145, p. 673-679.
1999.

HORNICK, D. B., ALLEN, B. L., HORN, M. A., CLEG, S. Adherence to
respiratory epithelia by recombinat Escherichia coli expressing Klebsiella
pneumoniae type 3 fimbrial gene products. Infect. Immun., v.60,
p.1577-1788. 1992.

JARLIER, V. Enterobactéries et bétalactamases. In: COURVALIN,
P.,GOLDSTEIN, F., PHILIPPON, A., SIROT, J. (Eds.) L antibiogramme.
Paris: MPC, Videocom., 1985.

JONES, G. W., ISAACSON, A. Proteinaceous bacterial adhesins and their
receptors. Crit. Rev. Microbiol., v.10, p. 229-260. 1983.

KABHA, K., NISSIMOV, L., ATHAMNA, A., et al. Relationships among
capsular structure, phagocytosis, and mouse virulence in Klebsiella
pneumoniae. Infect. Immun., v. 63, p. 847-852. 1995.

KAUR, J., KAUL, M., CHHIBBER, S. Enterotoxigenicity, klebocinogeny and
antibiotic resistance pattern of food isolates of Klebsiella pneumoniae. Folia
Microbiol., v. 33, p. 500-506. 1988.

KLIPSTEIN, F. A., ENGERT, R. F., HOUGHTEN, R. A. Immunological
properties of purified Klebsiella pneumoniae heat-stable enterotoxin. Infect.
Immun., v.42, p. 838-841. 1983.

LAZARO, N. S., FARIAS, R. S., RODRIGUES, D. P., HOFER, E.
Enterobacteriaceae oriundas de fontes humana e animal: producdao de
enterotoxina termoestavel e nivel de resisténcia a antimicrobianos. Hig.
Alim., v.13, p. 49-57. 1999.

96



LIVRELLI, V., DE CHAMPS, C., DI MARTINO, P., DARFEUILLE-
MICHAUD, FORESTIER, C., JOLY, B. Adhesive properties and antibiotic
resistance of Klebsiella, Enterobacter, and Serratia clinical isolates involved
in nosocomial infections. J. Clin. Microbiol., v. 34, p. 1963-1969. 1996.

LE ROY, D. CROUZIER, C., DHO-MOULIN, M., DUMONT, A. S.,
BOUCHET, A., LAFONT, J. P., ANDREMONT, A. Results of passive and
active immunization directed against ferric aerobactin in experimental
enterobacterial infections in mice and chickens. Res. Microbiol., v. 146,
p.167-174. 1995.

MARTINEZ, J. L., CERCENADO, E., BAQUERO, F., PEREEZ-DIAZ, J. C. e
DELGADO-IRIBARREN, A. Incidence of aerobactin production in Gram-
negative hospital isolates. Appl. Microbiol. v. 28, p. 351-353. 1987

MARTINO, P., SIROT, D., JOLY, B., RICH, C., DARFEUILLE-MICHAUD,
A. Relationship between adhesion to intestinal Caco-2 cells and multidrug

resistance in Klebsiella pneumoniae clinical isolates. J. Clin. Microbiol.,
v.35, p. 1499-1503. 1997.

MATATOV, R., GOLDHAR, J., SKUTELSKY, E., SECHTER, I., PERRY, R.,
PODSCHUN, R., SAHLY, H., THANKAVEL, K., ABRAHAM, S. N,,
OKEK, I. Inability of encapsulated Klebsiella pneumoniae to assemble
functional type 1 fimbriae on their surface. FEMS Microbiol. Letters,
v.179, p. 123-130. 1999.

NASSIF, X., FOURNIER, J. M., ARONDEL, J., SANSONETTI, P. J. Mucoid
phenotype of Klebsiella pneumoniae is a plasmid-encoded virulence factor.
Infect. Immun., v. 57, p. 546-552. 1989.

NASSIF, X., SANSONETTI, P. J. Correlation of the virulence of Klebsiella
pneumoniae K1 and K2 with the presence of a plasmid encoding aerobactin.
Infect. Immun., v. 54, p. 603-608. 1986.

NATIONAL COMMITTE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS
(NCCLYS). Performance standards for antimicrobial susceptibility testing.
M100-S9 1 (19), 1999.

OELSCHLAEGER, T. A., TALL, B. D. Invasion of cultured human epithelial
cells by Klebsiella pneumoniae isolated from the urinary tract. Infec.
Immun., v. 65, p. 2950-2958. 1997.

PODSCHUN, R. Phenotypic properties of Klebsiella pneumoniae and K. oxytoca
isolated from different sources. Zentbl. Hyg. Umweltmed., v.189, p.527-535.
1990.

97



PODSCHUN, R., ULLMANN, U. Klebsiella capsular type K7 in relation to
toxicity, susceptibility to phagocytosis and resistance to serum. J. Med.
Microbiol., v. 36, p. 250-254. 1992.

PODSCHUN, R., ULLMANN, U. Klebsiella spp. As nosocomial pathogens:
epidemiology, taxonomy, typing methods, and pathogenicity factors. Clin.
Microbiol. Rev., v. 11, p. 589-603. 1998.

PODSCHUN, R., FISCHER, A., ULLMANN, U. Characterization of Klebsiella
terrigena strains from humans: haemagglutinins, serum resistance,
siderophore synthesis, and serotypes. Epidemiol. Infec., v. 125, p. 71-78.
2000.

PODSCHUN, R., PIETSCH, S., HOLLER, C., ULLMANN, U. Incidence of
Klebsiella species in surface waters and their expression of virulence factors.
Appl. Environm. Microbiol., v. 67, p. 3325-3327. 2001.

REED, L., MUENCH, H. A simple method of estimating fifty per cent
endpoints. Am. J. Hyg., v. 27, p. 493-497. 1938.

REISSBRODT, R., RABSCH, W. Further differentiation of Enterobacteriaceae
by means of siderophore-pattern analysis. Zentbl. Bakteriol. Mikrobiol.
Hyg. Ser. A, v. 268, p. 306-317. 1988.

SIMOONS-SMIT, A. M., VERWEIJI-VAN VUGHT, A. M. J. J., KANIS, L. Y.
R., MACLAREN, D. M. Virulence of Klebsiella strains in experimentally
induced skin lesions in the mouse. J. Med. Microbiol., v. 17, p. 67-77. 1984.

SIMOONS-SMIT, A. M., VERWEIJI-VAN VUGHT, A. M. J. J., MACLAREN,
D. M. The role of K antigens as virulence factors in Klebsiella. J. Med.
Microbiol, v. 21, p. 133-137. 1986.

SINGH, B.R., SHARMA, V. D., CHANDRA, R. Detection, prevalence,
purification and characterization of lecithinase de Klebsiella pneumoniae.
Indian. J. Exp. Biol., v. 7, p. 925-932. 1999.

TARKKANEN, A. M., ALLEN, B., WESTERLUND, B. et al. Type V collagen
as target for type-3 fimbriae, enterobacterial adherence organelles. Mol
Microbiol., v. 4, p. 1353-1361. 1990.

TARKKANEN, A. M., VIRKOLA, R., CLEGG, S., KORHONEN. Binding of

the type 3 fimbriae of Klebsiella pneumoniae to human endothelial and
urinary bladder cells. Infec. Immun., v. 65, p. 1546-1549. 1997.

98



VERNET, V., MADOULET, C., CHIPPAUX, C., PHILIPPON, A. Incidence of
two virulence factors (aerobactin and mucoid phenotype) among 190 clinical
isolates of Klebsiella pneumoniae producing extended-spectrum - lactamase.
FEMS Micrbiol. Letters, v. 96, p. 1-6. 1992.

VERNET, V., PHILIPPON, C., MADOULET, C. et al. Virulence factors
(aerobactin and mucoid phenotype) in Klebsiella pneumoniae and Escherichia
coli blood culture isolates. FEMS Microbiol. Letters, 130: 51-57. 1995.

WADSTROM, T. A. AUST-KETTIS, A., HABTE, D. et al. Enterotoxin
producing bacteria and parasites in stools of Ethiopian children. Arch. Dis.
Child., v. 51, p. 865-870. 1976.

WATANABE, H., HASHIMOTO, H., TANAKA, T., MITSUHASHI, S.
Different patterns of drug resistance and R plasmids between indole-positive
and -negative strains of Klebsiella pneumoniae. Microbiol. Immunol., v.24,
p. 169-171. 1980.

WILLIAMS, P. H. Novel iron uptake system specified by Col V plamids: an
important component in the virulence of invasive strains of Escherichia coli.
Infect. Immun., v. 26, p. 925-932. 1989.

WILLIAMS, P., CHART, H., GRIFFITHS, E., STEVENSON, P. Expression of
high affinity iron uptake by clinical isolates of Kl/ebsiella. FEMS Microbiol.
Letters, v. 44, p. 407-412. 1987.

WILLIAMS, P., LAMBERT, P. A., BROWN, M. R. W., JONES, R. J. The role
of the O and K antigens in determining the resistance of Klebsiella aerogenes
to serum killing and phagocytosis. J. Gen. Microbiol., v. 129, p. 2181-2191.
1983.

WILLIAMS, P., TOMAS, J. M. The pathogenicity of Klebsiella pneumoniae.
Rev. Med. Microbiol., v, 1, p. 196-204. 1990.

WURKER, M., BEUTH, J., KO, H. L., PRZONDO-MODARSKA, A. Types of
fimbriation determines adherence of Klebsiella bacteria to human epithelial
cells. Zentbl. Bakteriol., v.274, p. 239-245. 1990.

YANCEY, R. J., BREEDING, S. A. L., LANKFORD, C. E. Enterochelin

(enterobactin): virulence factor for Salmonella typhimurium. Infec. Immun.,
v. 24, p. 174-180. 1979.

99



YIGIT H., QUEENAM, A. M., ANDERSON, G. J., DOMENECH-SANCHEZ
A., BIDDLE, J. W., STEWARD, C. D., ALBERTI, S., BUSH, K.
TENOVER, F. C. Novel carbapenem-hydrolyzing -lactamase, KPC-1, from
a carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae. Antimic. Agents.
Chemot., v. 45, p. 1151-1161. 2001.

100



CAPITULO 3

PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Klebsiella sp.
EM CAMUDONGOS

1. INTRODUCAO

Klebsiella ¢ considerada um patogeno oportunista capaz de causar
infecgdes em pessoas de grupos de riscos que incluem neonatos, idosos,
portadores de doengas neoplasicas, cardiacas e, ou renais cronicas; ou de doencas
de bases especificas como diabete mellitus, doenca pulmonar obstrutiva cronica
ou alcoolismo (DOMENICO et al., 1982; 1989; CARPENTER, 1990). Essas
infeccdes sdo mais freqiientes em ambiente hospitalar onde ocorrem com riscos
maiores de letalidade, principalmente, em razao de terapias intensivas a base de
drogas imunodepressoras (corticoides), de antibidticos e a exposi¢ao a um maior
numero de fontes de contaminagdo (BERG, 1983; BERG et al., 1988; FINLAY e
FALKOW, 1989).

Embora exista a constatacdo de que dietas enterais estdo freqiientemente

contaminadas com Klebsiella (SCHOOTER et al., 1971; CASEWELL et al.,
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1978; MONTGOMERIE, 1979; COOKE et al.,, 1980; THURN et al., 1990;
COSTA et al., 1998; ARIAS et al., 1998; OKUMA et al., 2000), o envolvimento
desses alimentos especiais na epidemiologia de infec¢des hospitalares ¢ pouco
considerado.

A avaliagdo do potencial patogénico de isolados clinicos e ambientais de
Klebsiella, geralmente, envolve a presenca de fatores de viruléncia, como
presenca e tipo de cépsula, fimbrias, resisténcia ao soro, producdo de
enterotoxinas e de sideroforos. Entretanto, deve-se considerar que a patogénese
bacteriana ¢ complexa e dependente de varios fatores de ativagdo e resposta do
hospedeiro (FINLAY e FALKOW, 1989). A expressdo do fenotipo virulento ¢&,
portanto, dependente das condi¢des ambientais e pode ser melhor avaliada com a
condugao de estudos in vivo.

A translocacdo de bactérias inoculadas por via oral em cobaias ¢ um
procedimento proposto para se estudar in vivo a viruléncia de patdgenos,
especialmente aqueles veiculados por alimentos. Essa metodologia tem como
critério de viruléncia, a capacidade bacteriana de ultrapassar a barreira da mucosa
intestinal e causar infec¢ao em 6rgaos vitais (LAMMEDING et al., 1992).

Estudos epidemiologicos mostraram que infeccdes hospitalares por
K. pneumoniae sdo precedidas por colonizagdo no trato intestinal (DE CHAMPS
et al., 1989). Nesses pacientes, bactérias podem-se translocar do limem intestinal
para a corrente sangiiinea, causando infecc¢des sistémicas graves.

A translocacdo da microbiota autoctone ou da proveniente de alimentos
pode ser facilitada em pacientes que apresentam comprometimento no sistema
imunoldgico, seja por doencas graves ou por uso de medicacdo. BERG (1983)
constatou que as drogas ciclofosfamida e prednisona foram as mais efetivas em
propiciar a translocacdo da microbiota autoctone de camundongos, sendo
K. pneumoniae uma das bactérias que apresentaram uma maior translocagdo. A
translocacdo de bacilos Gram-negativos entéricos em camundongos foi
aumentada pela administracio de uma combinagdo de antibidtico e droga
imunodepressora, via oral, e resultou em septicemia, quando esse tratamento

combinado foi prolongado (BERG et al., 1988).
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Com o objetivo de avaliar o potencial que isolados de Klebsiella
provenientes de dietas enterais tém para infectar 6rgdos vitais do hospedeiro,
verificou-se a translocagdo de seis estirpes inoculadas, via oral, em camundongos

normais € imunodeprimidos .
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem e manutencio das culturas

As estirpes de Klebsiella spp. foram obtidas de amostras de dietas enterais
provenientes de dois hospitais da Zona da Mata Norte (MG). Foram selecionados
seis isolados, representativos de cada grupo gerado pelas andlises de
polimorfismo de fragmentos de DNA amplificados ao acaso (RAPD) e de
polimorfismo da regido espacadora do rDNA. Nesta sele¢do, foram também
considerados os dados de sorotipagem, aspecto mucoide das colonias e
antibiotipo, para os isolados de K. pneumoniae (Quadro 1, Capitulo 1 e Quadro 3,
Capitulo 2). Os isolados selecionados foram: P4, P14, P15, U4, U5 e US. O
isolado P4 foi identificado como K. oxytoca e os demais, como K. pneumoniae.
As culturas foram mantidas congeladas a -18°C em caldo Tripticaseina e soja-
TSB e glicerol, e foram descongeladas em temperatura ambiente e ativadas em
TSB.
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Quadro 1 - Caracteristicas dos isolados de Klebsiella, provenientes de dietas
enterais e selecionados para os estudos de translocagao

N° Espécie Isolado Sorogrupo Padrdo Padrio PCR  Aspecto Antibiotipo
RAPD rDNA 16-23S  mucdide
1 K P4 - I I ++ I

oxyto
ca

2 K. pneumoniae P14 Nd IA IA ++ X

3 K. pneumoniae P15 Nd ITA A +++ 1

4 K pneumoniae U4 Nd B 1B -+ v

5 K. pneumoniae Us K4 B 1B ++ I

6 K pneumoniae U8 K5 B 1B ++ IX

2.2. Concentrado de células viaveis de Klebsiella

Os isolados de Klebsiella foram ativados em 200 mL de TSB a 37°C, por
24 horas e coletados por centrifugacdo a 5.000 g, por 15 minutos. As células de
cada cultura foram ressuspendidas em 2mL de dieta enteral (ENSURE®, Abbott)
sabor baunilha, preparada como recomendado pelo fabricante em &gua
esterilizada. Aliquotas dessa dieta contaminada foram diluidas e plaqueadas em
agar Tripticaseina e soja-TSA, para o contagem do niimero de células vidveis por
mililitro de dieta. Todos os seis concentrados celulares de Klebsiella foram
reunidos em um Unico recipiente € o volume completado para 20 mL, obtendo-se

uma suspenséo contendo cerca de 10'° UFC por mL, de cada isolado.

2.3. Origem e manutencio dos animais

Foram utilizados camundongos albinos sui¢os, com 5 a 6 semanas de
idade e pesando de 22 a 26g, obtidos no Laboratorio de Imunologia e Virologia

Molecular do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de

105



Vigosa. Os camundongos foram divididos aleatoriamente, em grupos de
30 animais e mantidos em gaiolas desinfetadas, a temperatura ambiente de cerca

de 25°C.

2.4. Delineamento experimental

A experimentacdo foi dividida em sete tratamentos e conduzida em uma
unica repeti¢ao.

O grupo basal, tratamento I, consistiu de seis camundongos que receberam
apenas dieta AIN-93G, racdo destinada a camundongos, durante duas semanas do
experimento. Apos este periodo, foram sacrificados para andlise da presenca de
Klebsiella endogena no figado, coragdo, bago, rins e pulmao.

O grupo controle ou tratamento II foi constituido de 30 animais que
receberam, por via oral, apenas a dieta enteral Ensure®, durante o tempo da
experimentacao.

Os tratamentos III a VI constituiram os grupos testes, cada qual composto
por 30 camundongos que tiveram livre acesso a dieta enteral Ensure®. Os
camundongos do Tratamento III receberam apenas a dieta enteral, enquanto que
os do tratamento IV receberam, por via oral, 10mg/kg/dia de prednisona, os do
tratamento V receberam 200mg/kg/dia de carbenicilina e os do tratamento VI
receberam uma combinagdo do corticdide com o antibidtico, nas concentragdes
citadas anteriormente.

Os camundongos do tratamento VII receberam uma combinagdo de
prednisona e carbenicilina, nas mesmas condi¢des do tratamento VI mas nao
receberam a dieta inoculada com a mistura de Klebsiella e consistiu de um
segundo grupo controle.

Apds quatro dias do inicio da administragdo do corticoide e do antibidtico,
todos camundongos dos grupos testes (III, IV, V e VI) receberam, via oral,

100uL da dieta enteral contaminada com Klebsiella. Apenas o antibidtico
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carbenicilina continuou a ser administrado, na dose didria de 200mg/kg/dia, até o

final do experimento.

2.5. Determinacio da translocacao de Klebsiella para os diferentes 0rgaos

No periodo de tempo equivalente a 1, 2, 4, 6 ¢ 9 dias apds a administragdo
da mistura de Klebsiella via oral, seis animais dos tratamentos II a VII foram
sacrificados, por deslocamento nucal e seus 6rgdos: bago, coragdo, figado,
pulmdo e rins, foram coletados, pesados e armazenados em sacos plasticos
estéreis de polietileno (Whirl-Pak, Millipore). Uma por¢ao equivalente a metade
de cada orgdo foi destinada a determinacdo analitica de Klebsiella, enquanto
outra metade foi acondicionada em solugdo contendo 10% de formol neutro, para
estudos histopatologicos.

No nono dia também foi realizada a contagem de coldnias tipicas de
Klebsiella do trato intestinal de cada grupo de animais submetidos aos
tratamentos de Il a VII.

Para a contagem de colonias tipicas de Klebsiella, os orgdos foram
macerados (MACIAS et al., 1992) e dilui¢des apropriadas foram preparadas e
plaqueadas em agar seletivo MacConkey-Inositol-Carbenicilina (Merck), seguido
de incubagio a 37°C, por 48 horas (BAGLEY e SEIDLER, 1978). Foram
selecionadas de 3 a 5 coldnias tipicas de cada grupo do mesmo 6rgao, a cada
tempo de amostragem, para andlise do perfil genético por RAPD. O resultado foi
expresso em UFC de Klebsiella por grama do 6rgao e considerou-se contagem

significativa, somente as placas com numero de colonias acima de 20.

2.6. Caracterizacio genética dos isolados obtidos nos diferentes 6rgaos

Com o objetivo de identificar quais os isolados, administrados via oral,
translocaram do intestino para os orgdos analisados, fez-se a comparag¢do, com

base no marcador molecular RAPD, entre as estirpes de Klebsiella que foram
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inoculadas e aquelas isoladas dos 6rgaos. O DNA total dos isolados de Klebsiella
administrados aos animais e dos isolados dos drgdos foi extraido de acordo com a
metodologia descrita por BINGEN et al. (1991).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram OPDO03, OPDI8 e
OPD20 (Operon Technologies Inc. Alameda, CA, EUA) e o programa utilizado

nas amplificagdes esta descrito no Capitulo 1.

2.7. Histopatologia

As andlises histopatologicas foram conduzidas no Laboratério de
Patologia do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.
Foram colhidos fragmentos de pulmdes, rins, figado, bago e coragdo, fixados em
formol neutro a 10%, processados segundo técnicas rotineiras em histopatologia,

corados pela hematoxilina-eosina e examinados ao microscopio optico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao analitica de Klebsiella sp. em diferentes orgaos de
camundongos

No figado, bago, coragdo, rim e pulmao dos camundongos do grupo basal
(tratamento I) ¢ no controle 1 (tratamento II) ndo se observou a presenca de
colonias tipicas de Klebsiella em meio seletivo McConkey-Inositol-
Carbenicilina. Esses resultados sugerem que, em hospedeiro com o sistema
imunologico apto representado pelos camundongos dos tratamentos I e II, ndo
inoculados e ndo submetidos ao tratamento com medicagdo imunodepressora,
Klebsiella presente no intestino, ndo foi capaz de translocar para outros orgaos.
Segundo BERG e CARLINGTON (1979), a microbiota autoctone
gastrointestinal pode ndo ser normalmente encontrada em sitios extraintestinais
de camundongos livres de patogenos especificos (LPE) ou gnotobidticos.

Em amostras de orgdos como figado e pulmodes dos camundongos do
grupo controle 2 (tratamento VII) e grupos testes (tratamentos III a VI)
constatou-se a presenga de bactérias que apresentaram coldnias tipicas de
Klebsiella (Figura 1). A presenga de Klebsiella no figado foi constatada nas
amostras coletadas 5 e 6 dias apos o inicio da medicacdo com a combinagdo das

drogas prednisona e carbenicilina naqueles animais que ndo receberam a dieta

109



] Pulméo Il Figado

400 400
300 Tratamento I 300
UFCIg 200 UFClg 900 Tratamento IV
100 100 i ”
0 1 3 5 7 9 11 13 dias L 0 1 3 5 7 9 11 13 dias
Predinisona

400 400
300 Tratamento llI 300
UFClg 209 UFClg 59 Tratamento V
100 l H 100 i
0" . 0 .
1 3 5 1 9 11 13 dias Predinisona 1 3 5 1 9 11 13 dias
Carbenicilina I ]
400 400
300 300
UFClg 200 Tratamento VII UFClg 200 Tratamento VI
100 100 i
0 1 ; 0 .
Predinisona % 5 7 9 11 13 dias 1 3 5 7 9 11 13 dias
Carbenicilina ! Carbenicilina ! !

Figura 1 - Contagem de Klebsiella em 6rgaos de camundongos submetidos a diferentes tratamentos. As setas em vermelho indicam o
dia da inoculag@o da mistura das estirpes de Klebsiella sp. Os tratamentos estao descritos em material ¢ métodos.
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enteral contaminada com isolados de Klebsiella (tratamento VII). A analise do
perfil genético, pela técnica de RAPD, desses contaminantes ndo detectou
similaridade com os padrdes de bandas de DNA, das estirpes de Klebsiella
administradas oralmente aos animais (Figura 2). Este resultado indica que,
estirpes da microbiota intestinal autdctone foram capazes de translocar quando
houve uma depressdo do sistema imunoldgico e uma descontaminagdo seletiva,
promovida pelo antibiodtico. Estes resultados reforcam a constatagdo de BERG
(1983) de que K. pneumoniae constitui uma das espécies bacterianas que mais
translocam a partir do trato intestinal, em camundongos submetidos ao
tratamento com prednisona e outros compostos imunodepressores. Além de
Klebsiella, esses autores detectaram que Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis e Enterococcus faecalis também apresentaram um
indice elevado de translocacdo. Essas bactérias, coincidentemente, sdo espécies
bacterianas que causam, em maiores proporgdes, septicemia em pacientes
debilitados (STEFFEN et al., 1988).

A participagdo da carbenicilina no processo de translocagdo foi também
relatada por BERG (1980), que constatou a translocacdo bacteriana para
diferentes orgdos, quando o balango ecoldgico do trato gastrointestinal foi
alterado por antibioticos, que permitiram que, microrganismos resistentes,
geralmente presentes em pequenos numeros, aumentassem sua populagio
resultando em varios tipos de infecgdes. Em camundongos tratados com uma
combinagdo de drogas imunodepressoras e antibidticos, via oral, as bactérias
autdctones tanslocaram para a cavidade peritonial e atingiram orgaos vitais como
o figado (BERG et al., 1988). Além disso, esses autores observaram que a
extensdo do tratamento com essas duas drogas por 12 dias causava morte dos
camundongos com septicemia apds o oitavo dia de administragdo, mostrando que
a combinacdo de um maior crescimento bacteriano seletivo no intestino,
promovido pelo uso de antibioticos, associado a imunodepressao do hospedeiro,
decorrente do uso de corticdide, sinergisticamente, promove translocacio

bacteriana a partir do trato gastrointesinal, podendo levar a um quadro grave de
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose de DNA total amplificado por RAPD,
utilizando o oligonucleotideo iniciador OPD20. Numeros de 1 a 6
correspondem aos isolados de K. pneumoniae que foram
administrados aos camundongos. Os isolados estdo descritos no
Quadro 1. As letras R, C, P, B, F e I, representam respectivamente,
rins, coragdo, pulmao, baco, figado e intestino. Marcador de tamanho
de fragmentos de DNA (pb) esta indicado pela letra M (DNA do fago
A, digerido com as enzimas Hindlll, BanHI e EcoRI). As setas de
mesma cor indicam que os isolados possuem o mesmo padrio de
bandas RAPD. Os numeros III, IV e VII, referem-se aos tratamento
recebidos pelos animais, dos quais os isolados foram obtidos. Os
tratamentos estdo descritos em material e métodos.

septicemia. Uma explicagdo possivel para a acdo combinada desses
medicamentos facilitando a translocacao de bactérias intestinais autoctone, foi
dada por O'BOYLE et al. (1998), que atribuiram ao aumento da permeabilidade
da mucosa intestinal, deficiéncias na imunidade do hospedeiro e desequilibrio da
microbiota intestinal.

A constatagdo de que o figado foi o 6rgdo que apresentou maior numero

de contaminantes tipicos de Klebsiella (Figura 1) pode ser atribuido ao grande
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numero de bactérias que passa da mucosa intestinal para o sistema porta,
passando, necessariamente, pelos seios hepaticos antes de alcangar a circulagdo
sistétmica (GUITON, 1988). A presenca de Klebsiella no figado dos animais
analisados ndo foi constante nos diferentes tempos de amostragem, sugerindo a
dificuldade da instalagdo de um processo infeccioso. E provavel que, uma vez
atingido o figado, essas bactérias tenham sido eliminadas por fagocitose pelas
cé¢lulas Kupffer (GUITON, 1988). Aquelas bactérias que translocaram e que nao
foram retidas nas duas primeiras linhas de defesa do organismo, quais sejam, o
figado e o bago, podem ter atingido a circulagdo sangiiinea porta e alcangado
outros 0rgaos, como o pulmao.

A presenca de Klebsiella foi confirmada nos pulmdes de animais dos
grupos testes, ou seja, naqueles grupos cujos animais receberam a dieta
contaminada com a mistura de seis estirpes de Klebsiella (Figura 1). Nos animais
que receberam prednisona e, ou carbenicilina, a constatagdo de Klebsiela nos
pulmdes foi feita apos o 4° dia de inoculagdo enquanto nos.animais que nao
receberam a medicacdo, foi possivel contar coldnias tipicas de Klebsiella nas
amostras apos dois dias da inoculacdo (Figura 1). A andlise do polimorfismo de
isolados recuperados desse orgdao por RAPD revelou similaridades com os
padrdes de bandas de DNA das estirpes de Klebsiella administradas oralmente
aos animais, no tratamento III e IV (Figura 2).

A presenga de Klebsiella em pulmdes de camundongos que ndo receberam
nenhuma medicagdo pode ser atribuida a um desequilibrio da microbiota
intestinal normal. De acordo com MACIAS et al. (1992), fatores como, dietas
contaminadas ¢ mudangas ambientais podem resultar em desequilibrio da
microbiota intestinal e reduzir a resisténcia a colonizagdo por bactérias exdgenas.
Isto frequentemente, capacita bactérias exdgenas a se multiplicar, sendo uma das
principais causas de infec¢cdes por bactérias oportunistas.

A presenga de bactérias exodgenas em resposta a uma alteragdo
imunoldgica, como verificada no pulmdo de camundongos submetidos ao
tratamento IV (prednisona), foi também observada por GIANOTTI et al. (1996).

Esses autores sugeriram que a terapia com o esteroide prednisona pode modular a
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fungdo da barreira do intestino, defesa do hospedeiro e sobrevivéncia nos
camundongos injuriados e que hd uma maior translocacdo de bactérias entéricas
exdgenas para oOrgdos vitais. Uma provavel explicagdo para o efeito de
corticoesterdides como facilitadores da translocagdo de bactérias exdgenas para
sitios extraintestinais foi apresentada por ALVERDY e AOYS (1991) ao
demonstrarem que o tratamento com corticoesterdides reduz significativamente o
nivel de IgA secretorio no intestino. Essas imunoglobulinas envolvem bactérias
exogenas entéricas e reduzem a aderéncia do microrganismo na mucosa
intestinal. Esses autores também verificaram maior recuperacdo de E. coli de
tecidos em camundongos tratados com prednisona. Outra observagdo sobre o
efeito da prednisona a translocacdo foi feita por JONES et al. (1991), que
relacionaram a elevacao do nivel de corticéides em camundongos com a presenca
prolongada de bactérias exogenas nos tecidos. Além disso, esses autores
observaram que prednisona aumenta a aderéncia dessas bactérias em células
intestinais, facilitando a sua translocagdo e reduz a capacidade do hospedeiro em
eliminar a bactéria translocada, permitindo sua sobrevivéncia.

Verificou-se um aumento na contagem de coldnias tipicas de Klebsiella
nas amostras dos intestinos dos animais aos quais foi administrada a mistura de
Klebsiella, representados pelos camundongos dos tratamentos de IV a VII
(Quadro 2). Nota-se que foram os animais pertencentes aos grupos que
receberam prednisona e, ou, carbenicilina, sendo que maior contagem foi
verificada quando a combinacdo dos dois medicamentos, juntamente com a
mistura de Klebsiella, foi administrada aos camundongos (tratamento VI).

A instalag¢do de Klebsiella proveniente das dietas enterais no intestino foi,
portanto, facilitada quando medicamentos imunodepressores e antimicrobianos
foram utilizados. Antibidticos orais e sistémicos levam a um supercrescimento
bacteriano no intestino, pois ocorre descontaminacdo seletiva que remove
determinadas bactérias, incluindo antagonistas, mas leva bactérias resistentes a
exercer uma colonizagdo persistente (BERG, 1988). Antibidticos de amplo

espectro de acdo, além de eliminar os patdgenos responsaveis pela doenca,
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Quadro 2 - Analise da colonizacao intestinal da mistura de Klebsiella nos
diferentes tratamentos

Tratamento Contagem de Klebsiella UFC/g Similaridade de padrao RAPD de

S de intestino DNA com os isolados administrados
I 3,46 x10? *1.C.

111 5,74x10° n.c.

v 4,46x10° Isolado 3 (P15)

\Y4 2,26x10° n.c.

VI 6,55x10°* Isolado 3 (P15)

VII 3,87x10° n.c.

* ndo constatada.

elimina também a microbiota protetora, onde microrganismos oportunistas,
geralmente das familias FEnterobacteriaceae e Micrococcus, aumentam em
numero, provocando, quase sempre, diarréias (BENGMARK, 1998).

Alguns estudos em humanos foram conduzidos, sugerindo que os
resultados de modelos animais, como os obtidos neste trabalho, podem ser
aplicados a situacdes clinicas. Evidéncias diretas foram obtidas da translocagdo
de Candida albicans a partir do trato gastrointestinal de humanos para o sangue e
urina de voluntdrios que ingeriram grandes quantidades de células vidveis
(KRAUSE et al., 1969). Bactérias translocadas também tém sido isoladas de
linfonodos mesentéricos de pacientes com obstru¢do intestinal, cancer colo-retal
ou doenga de Crohns (BERG, 1992).

Conclui-se que trés dos isolados de K. pneumoniae (P15, U4 ¢ U8) foram
capazes de translocar para o pulmdo de camundongos testes que receberam a
mistura de Klebsiella, confirmando assim, maior tropismo desse patdogeno por

esse orgdo. O isolado P15 foi mais freqiientemente encontrado nos pulmoes e
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além disso, colonizou intestino de camundongos que receberam prednisona e a

combinacao de prednisona e carbenicilina (tratamentos IV e VI).

3.2. Analises histopatologicas

A andlise histopatologica dos fragmentos de pulmdes, rins e figado
revelou discreta alteragdo circulatoria, caracterizada por uma hiperemia difusa,
sem contudo apresentar fendmenos exsudativos que pudessem caracterizar
alteracdoes de natureza inflamatoria. As alteragdes circulatérias observadas,
hiperemia, em diferentes fragmentos de tecidos, sdo altamente subjetivas, isto €,
estdo presentes em varias patologias de natureza diversa e devido a acdo de
endotoxinas.

A auséncia de elementos que pudessem caracterizar uma reagao de
natureza inflamatoria nos tecidos examinados poderia indicar que os isolados ndo
sd0 patogénicos, ou que estavam em baixas concentragdes nos 6rgaos, ou que o
estado imunoldgico estava apto a conter uma infec¢do por Klebsiella, ou ainda,
que o tempo entre a inoculagdo dessa mistura de bactéria e a analise foi

insuficiente para produzir alteracdes.
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RESUMO E CONCLUSOES

Isolados obtidos de dietas enterais artesanais provenientes de dois
hospitais da Zona da Mata Norte, (MG) foram identificados, sorotipados, e
submetidos a caracterizacdo genética, a avaliacdo quanto a susceptibilidade a
agentes antimicrobianos e a deteccdo da produgdo de [B-lactamase de espectro
ampliado. A expressdo de diferentes fatores de viruléncia, bem como a viruléncia
dos isolados em um modelo animal também foi avaliada. Além disso,
determinou-se a translocagdo de seis isolados de Klebsiella administrados, via
oral, pela contagem do numero de colonias em diferentes oOrgdos de
camundongos submetidos a tratamentos com drogas imunodepressoras e
antimicrobianas. O reconhecimento desses isolados como sendo aqueles
administrados oralmente aos animais foi feita por RAPD.

Vinte e um isolados de amostras de dietas enterais foram identificados por
testes morfo-tintorial e bioquimicos como Klebsiella, sendo 15 K. pneumoniae ¢
seis K. oxytoca. A sorotipagem de K. pneumoniae identificou um isolado do
sorotipo K4, cinco do sorogrupo K5, e os demais nao reagiram com antissoros
dos grupos K1 a K6.

A andlise por RAPD dos isolados de K. pmneumoniae geraram
31 fragmentos de DNA polimorficos e dois monomorficos. O agrupamento de

K. pneumoniae com base nas distancias genéticas, que variaram de 0 a 73,9%,
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revelou trés grupos distintos: grupos 1 e 2 contendo isolados obtidos no hospital
A e o grupo 3 constituido pelos isolados do hospital B. A utilizacdo de oito
oligonucleotideos iniciadores geraram nove fragmentos de DNA polimérficos e
16 monomorficos para os isolados de K. oxytoca. A distancia genética variou de
2,4 a 20% com a divisao dos isolados em trés grupos relacionados.

O polimorfismo maior entre os isolados de K. pneumoniae foi confirmado
pela analise da regido espacadora 16S-23S do rDNA que resultou em trés
fragmentos monomorficos e cinco fragmentos polimorficos. As distancias
genéticas variaram de 0 a 45% e esses isolados foram separados em dois grupos:
grupo | contendo isolados do hospital B e grupo II contendo isolados de ambos
os hospitais. Além disso, pode-se também observar que o grupo II foi dividido
em dois subgrupos: subgrupo I contendo isolados do hospital A e o subgrupo II
contendo isolados de ambos os hospitais.

A correlagdo de Pearson entre os dados obtidos na analise por RAPD e na
analise por PCR da regido espacadora do rDNA mostrou um coeficiente de 0,34
(p<0,05). Embora essa correlagdo nao tenha sido elevada, observou-se a
tendéncia dos grupos formados pela analise RAPD corresponderem a grupos de
isolados de mesmo genotipo na andlise da regido espagadora.

O fragmento de DNA de 1420 pb, gerado pela amplificagao da regido 16S do
rDNA, foi digerido por oito endonucleases de restri¢do, sendo observado o mesmo
padrao RFLP para todos os 21 isolados. As anélises por RAPD e por PCR da regiao
espagadora do rDNA mostraram-se apropriadas para avaliar a diversidade genética
entre estes isolados.

Todos os isolados de Klebsiella apresentaram resisténcia aos antibidticos
amoxacilina e ampicilina enquanto os percentuais de resisténcia para os demais
antibioticos avaliados foram de 38,1% para acido nalidixico e aztreonam, 33,3%
para cefotaxima, 28,6% para amoxacilina associada a acido clavulanico, 23,8%
para tetraciclina, 14,3% para Kanamicina e neomicina ¢ 4,8% para amicacina,
ceftazidima e ticarcilina associada a &cido clavulanico.

Observou-se que a freqiiéncia de aspecto mucoide das colonias entre os

isolados foi baixa (23,8%) e a presenga de capsula foi verificada,
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microscopicamente, somente entre os isolados que apresentaram aspecto
mucoide.

A adesdo e invasdo dos isolados foram observadas, predominantemente,
em células Caco-2 e HEp-2. Comparando a capacidade de adesdo dos isolados
entre as linhagens de células epiteliais humanas analisadas neste trabalho,
constatou-se que, para a maioria dos isolados, as maiores taxas foram observadas
em c¢lulas Caco-2. Além disso, pode-se verificar que os isolados que
apresentaram aspecto mucoéide tiveram menores taxas de adesdo nessas células.
Apenas os isolados da espécie K. pneumoniae apresentaram adesdao e invasao,
expressivas, nas células HEp-2.

Nas condigdes usadas neste estudo ndo foram constatadas a atividade de
hemolisina, de fosfolipases e a produ¢do de enterotoxina termoestdvel, assim
como do siderdforo aerobactina pelos isolados de Klebsiella.

A inoculagdo intraperitoneal de camundongos sadios e imunodeprimidos
com isolados selecionados de Klebsiella para a determinagdo da DLs, ndo
determinou a morte dos animais e demonstrou que os isolados avaliados foram
avirulentos.

Quando camundongos foram somente alimentados com dieta enteral ou
racdo ndo se observou a presenga de colonias tipicas de Klebsiella na analise do
figado, baco, coragdo, rim e pulmio desses animais que faziam parte do grupo
controle e basal. Este resultado sugeriu que, em hospedeiros nao
imunodeprimidos Klebsiella, presente no intestino, ndo foi capaz de translocar
para outros Orgdos. Entretanto, em amostras de figado e pulmao dos
camundongos do grupo controle 2 (tratamento VII) e grupos testes (tratamentos
I a VI), que receberam as drogas prednisona e carbenicilina, de forma
combinada ou ndo e/ou a mistura de seis estirpes de K. pneumoniae, a presenga
de coldnias tipicas de Klebsiella foi constatada em orgdos analisados. A presenga
de Klebsiella administrada na dieta enteral foi confirmada no pulmdo de animais
dos grupos testes por meio da andlise do perfil genético de isolados recuperados

desse orgao.
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A translocacdo de Klebsiella presente na dieta enteral para outros 0rgaos
pode ser atribuida a presenga do imunodepressor prednisona, o qual pode
modular a fun¢do da barreira do intestino e a defesa do hospedeiro, e a um
desequilibrio da microbiota intestinal normal, permitindo que células em excesso
fossem translocadas.

A presenca de Klebsiella no figado de camundongos que nio receberam
fonte exdgena de Klebsiella, mas que foram tratados com a combinagdo das
drogas imunodepressora e antimicrobiana sugere que estirpes da microbiota
intestinal autoctone foram capazes de translocar quando houve uma
imunodepressao e uma descontaminagdo seletiva, promovidas pelo corticoide e
antibidtico, respectivamente.

Verificou-se um aumento na contagem de Klebsiella nas amostras dos
intestinos dos animais que receberam a dieta contaminada com Klebsiella, sendo
que, a maior contagem foi verificada nos animais que receberam a combinagao
dos dois medicamentos. A colonizacdo de Klebsiella proveniente das dietas
enterais no intestino foi, portanto, facilitada quando medicamentos
imunodepressor e antimicrobiano foram utilizados.

A andlise histopatologica dos fragmentos de pulmao, rim e figado revelou
discreta alteracdo circulatéria, que € altamente subjetiva, pois estd presente em
patologias de natureza diversa.

Conclui-se que trés dos isolados de K. pneumoniae (P15, U4 e U8) foram
capazes de translocar para o pulmdo de camundongos testes que receberam a
mistura de Klebsiella, confirmando assim, maior tropismo desse patdogeno por
esse o0rgdo. O isolado P15 foi mais freqlientemente encontrado nos pulmdes e
além disso, colonizou intestino de camundongos que receberam prednisona e a
combinagdo de prednisona e carbenicilina (tratamentos IV e VI).

Os resultados sugerem que a administragdo de dietas enterais
contaminadas por Klebsiella pode representar sérios riscos para pacientes
imunodeprimidos, pois nessas condigdes este patégeno em potencial pode

alcancar outros 6rgaos e provocar infecgdes generalizadas.
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