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RESUMO

O tratamento de infecgdes causadas por Klebsiella pneumoniae representa um problema
mundial para o tratamento de infec¢bes adquiridas em ambiente hospitalar, devido a presenca
de mecanismos de resisténcia e viruléncia. Dessa forma, a associacdo de antimicrobianos tem
sido utilizada como alternativa terapéutica. O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca
do gene de resisténcia blakpc e genes de viruléncia e a capacidade de isolados clinicos de K.
pneumoniae formarem biofilme, avaliar o efeito sinérgico da associacdo de antimicrobianos,
verificar a expressdo do gene de resisténcia blakec € de genes relacionados a formacdo de
biofilme, bem como pesquisar alteracbes morfoldgicas na formacdo de biofilme por isolados
produtores de KPC submetidos a acdo de antimicrobianos isoladamente e em associa¢do. Foram
utilizados 40 isolados clinicos de K. pneumoniae provenientes de dois hospitais publicos de
Recife-PE. A confirmacdo da espécie e o perfil clonal dos isolados foi realizado através da
técnica de MALDI-TOF e de ERIC-PCR, respectivamente. Para a deteccdo do gene de
resisténcia blakec e dos genes de viruléncia cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA e luxS foi realizada a
técnica de PCR. A capacidade da formacdo de biofilme pelos isolados foi determinada pela
técnica de cristal violeta. O sinergismo foi avaliado frente dez isolados selecionados pelo ensaio
de Checkerboard. A agdo de sub-CIMs de amicacina, polimixina B e meropenem, e a
associacdo destes antimicrobianos na formacéo de biofilme pelos isolados de K. pneumoniae
foi avaliada através das técnicas de cristal violeta e de microscopia eletronica de varredura. A
expressdo dos genes blakpc, fimH, mrkD, ecpA e luxS foi avaliada pela técnica de RT-PCR.
Todos os isolados pertenciam a espécie K. pneumoaniae. Foi observado uma heterogeneidade
genética entre os isolados de K. pneumoniae, entretanto foram detectados trés grupos com
similaridade acima de 96%, sendo dois no mesmo hospital e um deles em hospitais distintos,
indicando uma disseminacao inter-hopsitalar. Foi verificado que dentre os isolados analisados
45% (18/40) foram portadores do gene blakpc-2, estes isolados apresentaram maior frequéncia
dos genes de viruléncia indicando uma forte relacdo com a formacdo de biofilme. Dos 40
isolados, 38 formaram biofilme, sendo a maioria classificados como fortes formadores. Ambas
associacOes de antimicrobianos apresentaram um efeito sinérgico ou aditivo frente dez isolados
portadores do gene blakrc-2 analisados. As concentragdes sub-CIMs dos antimicrobianos
sozinhos e em combinacéo interferiram na expressdo dos genes fimH e mrkD, além de causar
diferentes alteracbes morfoldgicas nos biofilmes formados, como variacdo na quantidade de
células aderidas e de matriz extracelular produzida, além da presenca de células alongadas ou

arredondadas, indicando injuria celular. Estes resultados demonstram uma relagdo entre a



presenca dos genes de viruléncia pesquisados e a formacgéo de biofilme, que sob a agéo de
concentragdes sub-CIMs dos antimicrobianos e associacfes podem alterar a expressdo dos
genes estudados e causar modificacdes morfologicas no biofilme produzido pelos isolados de

K. pneumoniae.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae. Biofilme. Sinergismo. blakpc. Genes de viruléncia.



ABSTRACT

The treatment of infections caused by Klebsiella pneumoniae represents a worldwide
problem for the treatment of infections acquired in a hospital environment, due to the presence
of mechanisms of resistance and virulence. Thus, the association of antimicrobials has been
used as a therapeutic alternative. The objective of this work was to investigate the presence of
the blakpc resistance gene and virulence genes and the ability of clinical isolates of K.
pneumoniae to biofilm, to evaluate the synergistic effect of the association of antimicrobials, to
verify the expression of the blakpc resistance gene and genes related to the formation of
biofilms, as well as to investigate morphological changes in the formation of biofilms by
isolates of KPC submitted to antimicrobial action alone and in association. We used 40 clinical
isolates of K. pneumoniae from two public hospitals in Recife-PE. Confirmation of the species
and the clonal profile of the isolates were performed using the MALDI-TOF and ERIC-PCR
techniques, respectively. For the detection of the blakpc resistance gene and the virulence genes
cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA and luxS the PCR technique was performed. The ability of biofilm
formation by isolates was determined by the crystal violet technique. The synergism was
evaluated against ten isolates selected by the Checkerboard assay. The action of sub-CIMs of
amikacin, polymyxin B and meropenem and the association of these antimicrobials in biofilm
formation by K. pneumoniae isolates was evaluated using violet crystal and scanning electron
microscopy techniques. Expression of the blakpec, fimH, mrkD, ecpA and luxS genes was
evaluated by the RT-PCR technique. All isolates belonged to the species K. pneumoaniae.
Genetic heterogeneity was observed among the isolates of K. pneumoniae, however, three
groups with similarity above 96% were detected, two in the same hospital and one in different
hospitals, indicating an interhopsital spread. It was verified that 45% (18/40) of the analyzed
isolates were carriers of the blakpec2 gene, these isolates showed a higher frequency of the
virulence genes indicating a strong relation with biofilm formation. Of the 40 isolates, 38
formed a biofilm, the majority being classified as strong formers. Both associations of
antimicrobials had a synergistic or additive effect against ten isolates carrying the analyzed
blakec-2 gene. The sub-MICs concentrations of the antimicrobials alone and in combination
interfered in the expression of fimH and mrkD genes, as well as causing different morphological
changes in the formed biofilms, such as variation in the number of adhered cells and
extracellular matrix produced, in addition to the presence of elongated or rounded, indicating
cellular injury. These results demonstrate a relationship between the presence of virulence

genes and biofilm formation, which under the action of sub-MICs concentrations of the



antimicrobials and associations may alter the expression of the genes studied and cause
morphological changes in the biofilm produced by the isolates of K pneumoniae.

Key words: Klebsiella pneumoniae. Biofilm. Synergism. blakpc. Genes of virulence.



LISTA DE ILUSTRACOES

TESE
Figura 1 — Esquema das etapas de formacdo do biofilme ...........c.ccceveieiiiciicce, 33
ARTIGO 1
Figura 1 — Dendograma da similaridade genética dos 40 isolados de Klebsiella
pneumoniae gerado pelo software PAST ... 61
ARTIGO 2
Figura 1 — Efeitos dos antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem sozinhos
e associados na formacdo de biofilme pelo isolado K07 de Klebsiella
O T=TU T L= T USSR 85
Figura 2 — Efeitos dos antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem sozinhos
e associados na formacdo de biofilme pelo isolado K94 de Klebsiella
PNIEUMONIBE ...ttt bbbttt etttk ettt et ebe b s 86
Figura 3 — Efeitos dos antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem sozinhos
e associados na formacao de biofilme pelo isolado K870 de Klebsiella
PNEUMONIEE ...ttt ettt sttt bbb bbbt e e b b e b et nbenreas 87
Figura 4 — Eletromicrografias isolado K07 de Klebsiella pneumoniae tratados com
antimicrobianos durante a formag¢ao do biofilme..............ccccoverieiiiiiinnnn. 90
Figura 5 — Eletromicrografias isolado K94 de Klebsiella pneumoniae tratados com

antimicrobianos durante a formagao do biofilme..........c..ccccceeeeriiieiirennen.. 91

Figura 6 — Eletromicrografias isolado K870 de Klebsiella pneumoniae tratados com

antimicrobianos durante a formagao do biofilme...........ccccccovveeeiierneeennnen. 92



LISTA DE TABELAS

TESE
Tabela 1 — Primers utilizados para deteCGa0 de gENES.......ccecvveieeriiiie i, 49

Tabela 2 — Sequéncia de primers utilizados nas reaces de RT-PCR para detec¢cdo dos genes

blakpc, fimH, mrkD, luxS, ecpA nos isolados de K. pneumoniae estudados........... 54
ARTIGO 1
Tabela 1 — Primers utilizados para PCR € ERIC-PCR..........ccccciiiiiiie e 59
Tabela 2 — Caracterizagédo dos Isolados de Klebsiella pneumoniae portadores do gene blakec.
................................................................................................................................................................................................. 63
Tabela 3 - Caracterizacdo dos Isolados de Klebsiella pneumoniae ndo portadores do gene
0] P T2 PSSRSO 64
ARTIGO 2

Tabela 1 — Sequéncia de primers utilizados nas rea¢es de RT-PCR para detec¢cdo dos genes
blakpc, fimH, mrkD, luxS, ecpA nos isolados de K. pneumoniae estudados.......... 80
Tabela 2 — Classificacdo dos isolados de Klebsiella pneumoniae quanto a capacidade de
formacdo de biofilme pelo método fenotipico em microplaca............cccceovvererenncnne. 81
Tabela 3 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados de Klebsiella pneumoniae frente
ao meropenem, amicacina e Polimixina B ..........cccccooeiiiiiiiinin e, 82
Tabela 4 — Efeito sinérgico do meropenem com amicacina e do meropenem com a polimixina
B frente isolados de K. pneumoniae ..........cccccoveieeiieiieieese e 83
Tabela 5 — Expresséo dos genes blaxec, ecpA, fimH, mrkD, luxS no biofilme formado na
auséncia e presenga dos antimicrobianos amicacina (AMK), meropenem (MERO),
polimixina B (POL) e das associa¢cdes de amicacina e meropenem (AMK+MERO)

e de polimixina B e meropenem (POL+MERO) ........cccccoveviiieiieiece e, 89



A

AmpC
ATCC
BHI

CCs
cDNA
CEP
CHCA
CHEF-TE
CIM
CLSI
CPgAM
CTX-M
DEPC
DNA
dNTP
EDTA
EUCAST

ESBL

FDA
FIOCRUZ
IRAS

kDa

KPC

LCR

LIKA
MALDI-TOF

MBLs

mg

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Medida da intensidade de corrente elétrica
adenosina 3',5-monofosfato ciclico

American Type Culture Collection

Brain Heart Infusion - Infusdo de Cérebro e Coragédo
Centro de Ciéncias da Saude

Acido desoxirribonucleicocomplementar

Comité de ética em pesquisa
a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid

Solucdo tampéo de EDTA/TRIS

Concentracdo inibitéria minima

Clinical Laboratory Standards Institute

Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es
Cefotaximase, primeiramente isolada em Munich
Dietilpirocarbonato

Acido desoxirribonucleico

Desoxirribonucleotideo trifosfato

Acido etileno-diamino-tetracético

European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing

Extended Spectrum -Lactamase

Food and Drug Administration

Fundacéo Oswaldo Cruz

InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a saude
Kilodalton

Klebsiella pneumoniae carbapenemase

Liquido Cefalorraquidiano

Laboratério de Imunologia Keizo Asami
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—Time of
Flight lonization

Metalo-B-lactamases

Miligrama



MgCl; Cloreto de magnesio

mL Mililitro

mM MilliMolar

NaCl Cloreto de sodio

NDM-1 New Delhi MBL

NCBI National Center for Biotechnology Information
NPT Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
OXA Oxacilinase

Pb Pares de base

pH Potencial hidrogeni6nico

PBPs Penicillin-binding proteins

PCR Reacdo em cadeia de Polimerase

R Resistente

rDNA Acido desoxirribonucleico ribossomal
RT-PCR Reverse Transcription

Rpm Rotacgdo por minuto

RNA Acido ribonucléico

RNAmM Acido ribonucléico mensageiro

S Sensivel

Sec. Secrecao

SHV Sulfhydryl reagent variable

SPM-1 Sé&o Paulo MBL

STB Secrecdo Traqueobrbénquica

TBE Solucdo tampéo de Tris/Borato/EDTA
TEM Temoniera

UFC Unidade Formadora de Col6nia
UFPE Universidade Federal de Pernambuco
UTI Unidade de terapia intensiva

uv Ultravioleta

\Y Unidade de tenséo elétrica

VIM Verona Imipenemase

W Unidade de poténcia



SUMARIO

1 INTRODUGAD ..ooooiiieeeeees ettt ettt n st 19
2 REVISAO DE LITERATURA ......oooioieeeeteceeee ettt en s 21
2.1 O GENERO KLEBSIELLA SPP .....coviviieieteeeeceteeeteesss sttt 21
2.1.2 Klebsiella PneUMONIAE ........ccciiiiiiieieieie e 23
2.2 FATORES DE VIRULENCIA .....coovoeeeeeeeteee et 25
2.2.1 Capsula polissacaridica (CPS) .......cccceiiieiiiieiiesie et 25
2.2.2 AdESINGS FIMDITAIS ...oocviiiiiiei ittt et e e srbe e e eabe e e eneeas 27
2.2.3 BIOTIIMES ..ot eares 31
2.2.4 Agentes anti-DIOFIIME ........ccooiiiiiicc e 37
2.3 B-LACTAMICOS ..ottt ettt n sttt 38
24 AMINOGLICOSIDEOS ....cocvieiiieieeiereeeieee st sasteses s ssn s saen s ess s 39
2.5 POLIMIXINAS ..ottt see sttt 42
2.6 RESISTENCIA AOS B-LACTAMICOS ....coooveveeeeeteteeeeeeseeese s, 44
3 OBJIETIVOS ..ottt sttt 47
3.1 OBIETIVO GERAL ...oovoiieeeeeeeeeeee ettt 47
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oovieieeeeeeieeeseeeseseeees st enes s 47
4 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA .......coivieeeeeeeeeeee e, 48
4.1 1SOLADOS BACTERIANODS .....oooiveiceeeeieeeeceieestese s s ses et 48
4.2 IDENTIFICACAO DA ESPECIE BACTERIANA (MALDI-TOF) ...coovvvveverrinenn, 48
4.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA .....oooeoieeeveeeeeeteeeeeee e 48
44 TIPAGEM MOLECULAR DOS ISOLADOS BACTERIANOS (ERIC-PCR) DNA .. 49
45 DETECCAO DE GENES E SEQUENCIAMENTO ...ocovvivevcieeeeeeeseeeeeesesen s, 50
46 FORMACAO E QUANTIFICACAOQ DE BIOFILME .....ccooevceeeeeeeeeeeeese s, 50
4.7 SELECAO DOS ISOLADOS PARA DETERMINAR A CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM) E AVALIAR ATIVIDADE SINERGICA ................... 51
4.8 DETERMINACGAO DA CIM....oooiiiiieeeieeeeeeees et es s tes s nesnes s, 51
4.9 ENSAIO DE CHECKERBOARD .....c.coeviuiiieiieesiieiesstiseesesisses st sesnsnsenassenesnensans 52
4.10 SELECAO DOS ISOLADOS PARA AVALIAR O EFEITO DE ANTIMICROBIANOS
NA FORMACAO DE BIOFILME E NA EXPRESSAO DE GENES ........ccccceovunnne. 52
4.11 EFEITO DOS ANTIMICROBIANOS NA FORMAGCAO DE BIOFILME ................. 53

4.12 EXTRACAO DE RNA E EXPRESSAO SE DE GENES blakpc, mrkD, fimH, ecpA e luxS



4.13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) ....ccoveeeeererereeereeen. o4

5
5.1

5.2

RESULTADOS ... 56
ARTIGO 1 - IDENTIFICACAO DA FORMACAO DE BIOFILME E GENES DE
VIRULENCIA EM ISOLADOS CLINICOS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE
PORTADORES E NAO PORTADORES DO GENE BLAkrc EM PERNAMBUCO,
BRASIL . e 56
ARTIGO 2 - IMPACTO DE CONCENTRAGCOES SUB-INIBITORIAS DE
ANTIMICROBIANOS SOBRE O BIOFILME DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE:
EFEITO NA FORMAGCAO, ULTRAESTRUTURA, EXPRESSAO DO BLAkpc E GENES

RELACIONADOS AO BIOFILIVIE ..ot et en e 75
CONGCLUSODES ...t ettt ettt r et e et e et e e et et e e er e e es et e ner e e eseeeas 105
REFERENCIAS ..o et e e et r et et e e e e s e e e e er e e e e s er e 106

APENDICE A - ARTIGO 1: IDENTIFICACAO DA FORMACAO DE BIOFILME
E GENES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS CLINICOS DE KLEBSIELLA
PNEUMONIAE PORTADORES E NAO PORTADORES DO GENE BLAkpc EM
PERNAMBUCO, BRASIL......cc.oviveieiciieeessesesses e enessesnessesses st ssssssssssnenes 130
APENDICE B — ARTIGO 2: IMPACTO DE CONCENTRACOES SUB-
INIBITORIAS DE ANTIMICROBIANOS SOBRE O BIOFILME DE KLEBSIELLA
PNEUMONIAE: EFEITO NA FORMACAO, ULTRAESTRUTURA, EXPRESSAO
DO BLAkrc E GENES RELACIONADOS AO BIOFILME.........coovvvievierieieniene. 131



19

1 INTRODUCAO

Biofilmes microbianos tém sido associados a uma variedade de infeccdes persistentes
que respondem fracamente a terapia com antimicrobianos convencionais. Uma alta correlagédo
entre a producdo de biofilme e resisténcia fenotipica a multiplas drogas foi estabelecida, onde
80% das cepas produtoras de biofilme eram multidroga-resistentes (MDR), sendo sensiveis a
carbapenémicos e aminoglicosideos (SUBRAMANIAN et al., 2012; DE LA FUENTE-NUNEZ
etal., 2014; VUOTTO et al., 2017; SINGH et al., 2017). A presenca e expressdo de fatores de
viruléncia como fimbrias, capsula polissacaridica e sideréforos em isolados de Klebsiella
pneumoniae também podem interferir na formacao de biofilme (DZUL et al., 2011; MURPHY;
CLEGG, 2012; BURBANK et al., 2015; ZHENG et al., 2018).

As fimbrias do tipo 1 e do tipo 3 sdo frequentemente encontradas em isolados de K.
pneumoniae, enquanto a importancia da fimbria do tipo 3 na formagao do biofilme j& tem sido
demonstrada em varios estudos (SCHROLL et al., 2010; STALHUT et al., 2012; MURPHY et
al., 2013; SEIFI et al., 2016), as fimbrias do tipo 1 ainda néo tiveram seu papel na formacéo de
biofilme elucidado (KLEMM; SCHEMBRI, 2000; ROSEN et al., 2008; STRUVE et al., 2009;
ZUBERI et al., 2017).

A céapsula polissacaridica parece dificultar a formacdo de biofilme por prejudicar a
expressdo das fimbrias (LIN et al., 2016), entretanto ja foi observado que a producéo da capsula
¢ importante na formacéo de biofilme (BODDICKER et al., 2006; WU et al., 2011; ZHENG et
al., 2018).

InfeccBes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) grafia esta correta causadas por
isolados de K. pneumoniae com perfil fenotipico de resisténcia a cefalosporinas de terceira
geracdo e a carbapenémicos possui ampla associacdo com a presenca de genes de resisténcia
codificantes de ESBLs (Extended Spectrum p-lactamases) do tipo SHV, TEM, CTX-M e de
KPC (QUEENAN; BUSH, 2007; STEINMANN, et al., 2011; BUSH, 2018). Infecgdes
causadas por K. pneumoniae resistente a carbapenémicos sdo frequentemente relatadas em
diversos paises, representando um fenémeno de preocupacdo de salde publica mundial
(CALIA etal., 2017).

A associacdo de antimicrobianos pode reduzir a expressdo de genes relacionados a
producéo de poli-N-acetilglucosamina, essencial para formacao de biofilme por Staphylococcus
epidermidis (GOMES et al.,, 2011). Adicionalmente, concentra¢fes sub-inibitorias de
carbapenémicos reduziram a expressdo de genes envolvidos na formacdo de biofilme,

relacionados com adesinas, resposta ao estresse, sintese e metabolismo de peptideoglicanos
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(VAN LAAR et al., 2015). No entanto, apesar da alta correlacdo de IrAS causadas por isolados
de K. pneumoniae MDR produtores de biofilme e da dificuldade de tratamento destas infeccdes,
sdo escassos 0s estudos que avaliem a expressdo de genes de resisténcia e viruléncia em
biofilmes de K. pneumoniae submetidos a associacdo de antimicrobianos. A combinacdo de
antimicrobianos tem sido relatada como uma alternativa terapéutica promissora diante do
cenario de resisténcia aos carbapenémicos (TEO et al., 2015; GARCINUNO et al., 2016).

Devido a dificuldade de tratamento de IRAS por isolados MDR de K. pneumoniae
alguns estudos tém observado que combinagdes de antimicrobianos, inclusive um
carbapenémico com outro antimicrobiano apresentam um efeito sinérgico, sendo uma opcao
terapéutica para aqueles isolados produtores de carbapenemases (LE et al., 2011; TANGDEN
et al., 2014; LIM et al., 2015; BEGANOVIC et al., 2019). A reducdo na taxa de mortalidade
em pacientes tratados com uma combinacdo terapéutica em relacdo aos tratados com
monoterapia, inclusive frente a cepas produtoras de carbapenemases tem sido observada
(QURESHI et al., 2012; BASS et al., 2015; TUMBARELLO et al., 2015; TZOUVELEKIS et
al., 2015). Alterac6es morfoldgicas em isolados produtores de KPC foram observadas quando
submetidos a sub-CIMs dos antimicrobianos meropenem e polimixina B sozinhos e em
associacdo (SCAVUZZI et al., 2016).

As IRAS causadas por isolados de K. pneumoniae estdo associadas a presenca de genes
de resisténcia a antimicrobianos e a producdo de fatores de viruléncia envolvidos na formacéo
de biofilmes bacterianos que contribuem para a evolucdo da infeccdo e dificultam o sucesso
terapéutico. Diante desse contexto, este estudo teve como objetivos avaliar em isolados
multidroga-resistentes de K. pneumoniae a presenca dos genes de resisténcia blakpec e dos genes
de viruléncia fimH, mrkD, mrkA, ecpA, cps, luxS, o perfil clonal, a atividade sinérgica do
meropenem associado a amicacina e a polimixina B, a expressao dos genes blakpc-2, fimH,
mrkD, ecpA, luxS e as alteracGes ultra-estruturais na formacéao de biofilme por isolados clinicos
portadores do gene blakpc-2, submetidos as concentragfes sub-inibitérias de meropenem,
amicacina e polimixina B e das associacdes de meropenem com amicacina e de meropenem

com polimixina B.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO KLEBSIELLA SPP.

O género Klebsiella foi denominado em homenagem ao microbiologista alemé&o Edwin
Klebs por Trevisan em 1885 (MARTINEZ et al., 2004). As bactérias deste género foram
classificadas como Gram-negativas, imoveis, geralmente encapsuladas, capazes de fixar
nitrogénio (KLOPPROGGE et al., 2002; TEMME; ZHAO; VOIGT, 2012; BAO et al., 2013;
LIU et al., 2017). S&o descritas como sendo um patégeno oportunista, causando infeccdo em
pacientes imunocomprometidos, geralmente isolado do sistema respiratorio, gastrointestinal e
geniturinario, colonizando mucosas de humanos e outros mamiferos, podendo ser encontrado
amplamente na natureza em plantas, solo, aguas de superficie, esgotos (CHAPMAN, 1946;
PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

As espécies de Klebsiella sdo o agente causador de vérios tipos de infec¢des em
humanos, incluindo infeccbes do trato respiratorio, infeccdes do trato urinario (ITUs) e
infeccbes da corrente sanguinea (PODSCHUN; ULLMANN, 1998). Geralmente, essas
infec¢Bes ocorrem em pacientes hospitalizados ou imunocomprometidos e séo rotineiramente
tratadas com B-lactdmicos e outros antibidticos eficazes contra Enterobacteriaceae (SEIBERT
etal., 2014; CHUNG et al., 2016; DSOUZA et al., 2017).

A classificacdo das espécies de Klebsiella inicialmente foi realizada de acordo com as
caracteristicas patogénicas ou as doencas causadas, sendo inicialmente o género dividido por
Owan (1974), em uma breve revisdo da taxonomia no género Klebsiella, foram reconhecidas
sete espécies: Klebsiella aerogenes, K. oxytoca, K. edwardsii, K. atlantae, K. pneumoniae, K.
ozaenae e K. rhinoscleromatis. Contudo, Orskov (1974), no Bergey's Manual of Bacteriologia
(8 edicdo), descreveu apenas trés: K. pneumoniae, K. ozaenae e K. rhinoscleromatis.
Posteriormente, com 0s avancos da taxonomia houve uma reclassificagdo em cinco espécies:
K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, K. terrigena, K. ornithinolytica e K. planticola. K.
pneumoniae apresentado trés subespécies: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae
subsp. ozaenae e K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. (PODSCHUN; ULLMANN, 1998;
MARTINEZ et al., 2004; BRISSE; PASSET; GRIMONT, 2014).

Embora tenham sido consideradas sem significado clinico e restritas aos ambientes
aquatico, botanico e ao solo, as espécies K. ozaenae, K. rhinoscleromatis, K. terrigena e K.
planticola foram relatadas em amostras clinicas humanas (PODSCHUN; ULLMANN, 1998,
DRANCOURT et al., 2001; HANSEN et al., 2004; BRISSE et al., 2009). No entanto, estas
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espécies foram reclassificadas taxonomicamente juntamente com a K. ornithynolytica, em um
novo género chamado Raoutella (DRANCOURT et al., 2001).

Novas especies deste género foram descritas como K. variicola, comum a plantas,
associada também as amostras clinicas (ROSENBLUETH et al., 2004; ALVES et al., 2006;
MAATALLAH etal., 2014), K. singaporensis (LI et al., 2004), considerada posteriormente um
sinbnimo heterotipico de K. variicola (BRISSE; PASSET; GRIMONT, 2014), K. alba (XU et
al., 2010), K. michiganensis (SAHA et al., 2013) K. quasipneumoniae (BRISSE; PASSET;
GRIMONT, 2014). As espécies de maior importancia clinica sdo K. pneumoniae e K. oxytoca
e frequentemente associadas a resisténcia aos antimicrobianos (DROPA et al., 2009; DIAS et
al, 2011, RODRIGUEZ-MARTINEZ et al, 2012; HUANG et al, 2013;
MORADIGARAVAND et al., 2018).

Muitas cepas de Klebsiella spp. hidrolisam uréia lentamente produzindo uma cor rosa-
palida na superficie inclinada do agar uréia Christensen, quando cultivadas em meio agar de
MacConkey formam coldnias grandes, mucéides, vermelhas, indicando a fermentacdo de
lactose e producdo de &cido. Microscopicamente sdo vistos como bacilos Gram-negativos e
guanto as caracteristicas bioquimicas geralmente sdo oxidase, HS, arginina, ornitina e
fenilalanina negativos, imoveis, fermentadores de glicose, descarboxilase da lisina e VVoges-
Prauskeur e citrato positivos. A producéo de indol a partir do triptofano pode ser utilizada para
diferenciar duas espécies deste género, sendo K. pneumoniae indol negativa e K. oxytoca indol
positiva (HANSEN et al., 2004; ALVES et al., 2006; KONEMAN et al., 2018).

A identificacdo de Klebsiella spp. é tradicionalmente baseada nas caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas, através de testes bioquimicos. Nos Ultimos anos, a viabilidade do
uso da espectrometria de massa para identificar rapidamente microrganismos tem sido
mencionada por varios estudos. A dissorcdo/ionizacdo assistida por matriz (MALDI-TOF) é
uma técnica sensivel utilizada na espectrometria de massa, permitindo a analise de
biomoléculas como proteinas, peptideos e acucares. Sdo gerados espectros de massa, usados
para identificar o microrganismo, e analisados pelo software apropriado e comparado com o
banco de dados de espécies ja existente (SANTOS et al., 2013; SINGHAL et al., 2015;
DINKELACKER et al., 2018).

Dentre as infecgdes causadas por espécies da familia Enterobacteriaceae, K.
pneumoniae destaca-se entre os agentes infecciosos nos hospitais, sendo relacionada a indices
de mortalidade, que podem variar de 20% a 40%, devido aos mecanismos de resisténcia que
podem apresentar (XU; SUN; MA, 2017). Quase todas as enterobactérias sdo capazes de

produzir capsula, esta propriedade tem sido fortemente associada as infec¢fes extra-intestinais,
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tais como meningite, septicemia e infeccbes do trato urindrio (SAHLY et al., 2008;
MAATALLAH et al., 2014; DORMANAN et al., 2018; MARTIN; BACHMAN, 2018). Em
Klebsiella, a producdo de enzimas capazes de inativar a acdo dos antimicrobianos e outros
fatores de viruléncia alem da cépsula, como fimbrias, sideroforos, lipopolissacarideos
contribuem para a ocorréncia de infecgdes persistentes nos hospitais em diversos paises
(PODSCHUN; ULLMANN, 1998; PODSCHUN; FISCHER; ULLMAN, 2001; CERQUEIRA
etal., 2011; EL FERTAS-AISSANI et al., 2012; ARENA et al., 2017).

2.1.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae foi descrita primeiramente por Carl Friedlander, em 1882, como
uma bactéria isolada de pulmdes de pacientes que haviam morrido de pneumonia, conhecida
também como bacilo de Friedlander, um patégeno oportunista e virulento causador de
pneumonias graves (FRIEDLAENDER, 1882; HORNICK et al., 1995; VUOTTO et al., 2014).
Além de causar infeccdes em pacientes no ambiente hospitalar, € responsavel também por
infeccdes adquiridas na comunidade, sendo os etilistas cronicos um grupo de risco para
pneumonia adquirida na comunidade (LOPES et al., 2010; MARTIN; BACHMAN et al., 2018).
Esta espécie bacteriana também pode estar presente em individuos saudaveis, colonizando
principalmente o trato intestinal (prevaléncia de 5 a 38%) e nasofaringe (1 a 6%) de seres
humanos (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

Embora seja considerado um patdgeno extracelular, varios estudos revelaram a
capacidade desta bactéria invadir e colonizar tecidos epiteliais (FUMAGALLI et al., 1997;
OELSCHLAEGER; TALL, 1997; FAVRE-BONTE et al., 1999; SAHLY et al., 2000, 2008) a
subespécie rhinoscleromatis € a Gnica capaz de viver intracelularmente em macréfagos (LERY
etal., 2014).

Em relacdo as propriedades fenotipicas, muitos estudos relataram que os isolados
presentes no ambiente sdo quase idénticos aos isolados clinicos (PODSCHUN; ULLMANN,
1998; PODSCHUN et al., 2000). Sendo indistinguiveis quanto as propriedades bioquimicas,
tem sido sugerido inclusive que os isolados ambientais podem ser tdo virulentos quanto os
clinicos (PODSCHUN et al., 2001; STRUVE; KROGFELT, 2004; ARAUJO et al., 2019).
Entretanto, estudos com metodologias avancadas de identificacdo, como sequenciamento
gendbmico e espectrometria de massa, mostraram que uma porcdo de isolados clinicos
identificados como K. pneumoniae sdo de fato outras espécies de Klebsiella (BERRY et al.,
2015 ; LONG et al., 2017).
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Klebsiella pneumoniae tem sido relatada causando abscessos hepaticos (LIU, YU;
WANG; JIANG, 2013; MOORE et al., 2013; OU et al., 2017), além de estar relacionada as
pneumonias associadas a ventilagdo mecénica (OTHMAN et al., 2017) e também as infec¢bes
do trato urinario associadas ao uso de cateteres (MAHARJAN et al., 2018). A utilizagéo cada
vez mais generalizada de antimicrobianos contribuiu para que a espécie com fenétipo
multidroga-resistente fosse uma causa importante de infecces relacionadas a assisténcia a
saude (IRAS) em pacientes imunocomprometidos, sendo responsavel por aproximadamente 8%
das infeccdes hospitalares (WILKSCH et al., 2011; MARTIN, BECHMAN, 2018).

No ambiente hospitalar, as infec¢des causadas por K. pneumoniae aumentam de acordo
com o tempo de internacdo do paciente. A patogénese das IRAS causada por K. pneumoniae
tem sido associada a sua capacidade de formar biofilme, o que € preocupante, pois muitas vezes
esses biofilmes sdo formados envolvendo dispositivos médicos implantados e as bactérias
presentes nesses biofilmes sdo protegidas dos antimicrobianos e dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, dificultando o tratamento do paciente (CHUNG et al., 2016).

Surtos hospitalares provocados por organismos MDR, como isolados de K. pneumoniae
produtoras de ESBLs tém sido relatados em diversos paises, representando uma causa
importante de infec¢des hospitalares adquiridas, especialmente no periodo neonatal e a taxa de
mortalidade pode ser t&o alta, atingindo cerca de 70% (QURESHI et al., 2012; DURDU et al.,
2016; GORREI et al., 2017; XU; SUN; MA, 2017). Cerca de 20-30% dos isolados de K.
pneumoniae foram resistentes a cefalosporinas de amplo espectro, devido provavelmente a
producdo de B-lactamases, um mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos mediado por
plasmideos, as infec¢bes causadas por isolados produtores de ESBL estdo associadas a taxas
elevadas de mortalidade (MARTINO et al., 1997; STARZYK-LUSZCZ et al., 2017). Esse
mecanismo de resisténcia confere a espécie resisténcia a diversos antimicrobianos, sendo esse
um fator limitante e uma das maiores causas de falhas no tratamento das infec¢Ges causadas por
esta bactéria (NAAS et al., 2008; PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010; HENNEQUIN et al.,
2012b; SATO et al., 2015; DALMOLIN et al., 2017).

A capacidade de K. pneumoniae para prosperar no ambiente e em diferentes locais do
corpo esta relacionada em grande parte, a sua capacidade intrinseca para regular a expressdo de
varios fatores de viruléncia (TARKKANEN et al., 1992; MATATOV et al., 1999; ROSEN et
al., 2016; JIANG-LI et al., 2018). K. pneumoniae produz fatores de viruléncia que contribuem
para patogénese bacteriana, incluindo as adesinas fimbriais, sideroforos, antigenos S e
antigenos capsulares (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; STRUVE; KROGFELT, 2004;

SURGERS et al., 2016). Os fatores de viruléncia que predominam em K. pneumoniae sao a
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producdo de capsula polissacaridica e as fimbrias (TARKKANEN et al., 1992; MATATOV et
al., 1999; SAHLY et al., 2000; VUOTTO et al., 2017).

A morbidade e mortalidade produzida por K. pneumoniae estdo relacionados
principalmente a resisténcia a antimicrobianos e sua capacidade de formar biofilmes
(BARRETO et al., 2009; DURDU et al., 2016; FRAENKEL-WANDEL et al., 2016; RAMOS-
CASTANEDA et al., 2018). A capacidade de formar biofilme por isolados produtores de ESBL
ja foi verificada, assim como, a presenca de fimbrias e capsula e a expressdo de genes ecpA,
fimH, mrkA associados & colonizacdo (CRUZ-CORDOVA et al., 2014).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA

2.2.1 CAPSULA POLISSACARIDICA (CPS)

Cépsula é um envelope que envolve a bactéria da maioria das espécies bacterianas,
conferindo um fendtipo mucéide (ROBERTS, 1996). As CPSs sdo geralemnete composta de
uma camada viscosa de carboidratos que estdo covalentemente ligados a parede celular em
bactérias Gram-positivas ou frequentemente a lipidios da membrana externa em muitas
bactérias Gram-negativa (CRESS et al., 2014).

A CPS se comporta como um polimero hidrogel, atuando como uma esponja ibnica,
dificultando a passagem de soluc@es para o citoplasma, sendo ela mais hidratada em condicdes
com menores concentracfes de eletrolitos do que em altas concentracdes. A organizacao e
hidratacdo da capsula sdo alteradas em um ambiente osmdtico, sem modificar a pressdo de
turgéncia citoplasmatica. No entanto, quando a capsula ndo estéa presente ocorre uma mudanca
extrema na pressdo de turgéncia em condicGes osmdticas alteradas. Dessa forma, a CPS atua
amortecendo o impacto do estresse osmotico, sendo interessante encontrar substancias que
possam ser usadas junto aos dispositivos médicos invasivos que alterem as propriedades da
CPS (WANG et al., 2013a; WU et al., 2015).

A CPS consiste em unidades repetidas de polissacarideos, desempenha um papel na
evasdo do sistema imunitario por resistir a fagocitose (DOMENICO et al., 1994; VUOTTO et
al., 2017), aos peptideos antimicrobianos, por limitar a interagéo, e aos efeitos bactericidas do
soro humano (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; CAMPOS et al., 2004; JACOBSEN et al.,
2008; HSU et al., 2011). Os polissacarideos capsulares sdao moléculas bastante hidratadas
(COSTERTON; IRVIN, 1981; ROBERTS, 1996; RENDUELES et al., 2013) que protegem as

bacterias da dissecacao, retendo a umidade, possibilitando a sobrevivéncia em ambientes hostis
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(JACOBSEN et al., 2008; RENDUELES et al., 2013). Além disso, essa barreira tem papel na
aderéncia (ROBERTS, 1996; HSU et al., 2011), contribui para estagios iniciais e matura¢ao do
biofilme (SCHEMBRI et al., 2005; GONCALVES et al., 2014) e induz citotoxicidade na
infeccdo de células epiteliais pulmonares (CRESS et al., 2014).

A CPS parece ser essencial para formacgéo de biofilme em E. coli (GOLLER; SEED,
2010). As bactérias deficientes na producdo de capsula aumentaram a formacéo de biofilme
(RENDUELES; KAPLAN; GHIGO, 2013). Em K. pneumoniae foi visto que um operon
responsavel pela producdo de exopolissacarideos pode alterar caracteristicas da superficie
celular e diminuir a capacidade de formar biofilme, j& que atua indiretamente na regulacéo da
expressdo de fimbrias do tipo 3 (HUERTAS et al., 2014). Nessa mesma espécie, em outro
estudo, in vitro, foi silenciado o cluster génico responsavel pela biossintese da capsula de
polissacaridica e entdo uma quantidade menor de capsula e maior de biofilme foi produzida
(HUANG; TZU-WEN et al., 2014).

A CPS é um dos mecanismos de viruléncia mais importante e essencial para
colonizagdo do trato urinério pela espécie K. pneumoniae (CAMPOS et al., 2004; REGUE et
al., 2004; CLEGG, MURPHY et al., 2016). A CPS desempenha um papel critico na protecédo
de isolados de K. pneumoniae contra mecanismos de defesa do hospedeiro (DOMENICO et al.,
1994; SCHEMBRI et al., 2005; SAHLY et al., 2008; XU; SUN; MA, 2017). A CPS inibe a
ativacdo ou absorcdo dos componentes do sistema complemento principalmente C3b, inibem
também a diferenciacdo e a capacidade funcional dos macréfagos in vitro. As CPSs encontradas
em K. pneumoniae apresentam 78 sorotipos diferentes, dentre os quais se destacam K1 e K2,
pOois as cepas que contém esses sorotipos apresentam uma maior viruléncia quando comparada
as possuidoras dos outros sorotipos (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; HSU et al., 2011;
FEIZABADI; RAJI; DELFANI, 2013; LIN et al., 2014). Estudos tém mostrado que o sorotipo
capsular parece ndo influenciar na resisténcia a fagocitose, mas sim a quantidade de CPS
presente (PAN et al., 2008; MARCH et al., 2013).

A CPS impede a expressio de P-defensinas das ceélulas epiteliais respiratorias
(MORANTA, 2010), neutraliza atividade de peptideos antimicrobianos (LLOBET; TOMAS:;
BENGOECHEA, 2008). Além disso, sugere-se que por dificultar a ligacdo as células do
hospedeiro e internalizacdo da bactéria, a CPS induz uma resposta imunologica defeituosa,
inclusive a maturacédo das células dentriticas e a producédo de citocinas pro-inflamatérias Thl
(EVRARD et al.,, 2010; GOMEZ-SIMMONDS, UHLEMANN, 2017; BENGOECHEA,
PESSOA, 2018).
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O locus génico responsavel pela biossintese da CPS é o cps, encontrado em E. coli e
semelhantemente em K. pneumoanie (WHITFIELD, 2006). Uma variante hipervirulenta de K.
pneumoniae tem sido relatada e associada a um fendtipo de hipermucoviscosidade que reflete
em um aumento da producdo de capsula, parcialmente regulada pelo gene rmpA (CHENG et
al., 2010; SHON; BAJWA; RUSSO, 2013; ZHAN et al., 2017). Alguns estudos verificaram
que a presenca de antimicrobianos como polimixina, ceftazidima e ciprofloxacina podem
estimular a producdo de CPS (HELD et al., 1995; CAMPOS et al., 2004; HSU et al., 2011;
CATALAN-NAJERA et al., 2017).

Diante da importancia da CPS para a viruléncia bacteriana, alguns estudos tém sido
realizados em busca de drogas anti-viruléncia. Estudos tém investigado substancias que atuem
na sintese de capsula polissacaridica, embora ndo atuem diminuindo o crescimento bacteriano
pode reduzir o potencial de infeccdo dos patdgenos (BENGHEZAL et al., 2007; RASKO;
SPERANDIO, 2010; STANDISH et al., 2012; LIN et al., 2013).

2.2.2 ADESINAS FIMBRIAIS

As fimbrias ou pili sdo longos filamentos de estrutura polimérica proteica localizado na
superficie bacteriana, diferentemente dos flagelos sdo numerosos, ndo tém relacdo com a
motilidade e sdo bem mais finos e menores, normalmente possuem 5-10 nm de diametro e até
2 um de comprimento. As fimbrias funcionam como organelas celulares para fixacao as células
e/ou superficies mucosas; sendo frequentemente denominadas adesinas (DUGUID, 1959;
KONEMAN et al., 2018), desempenhando um importante papel na aderéncia, para que as
bactérias se fixem as células (DUGUID, 1959; WANG et al., 2017).

As fimbrias frequentemente encontradas em K. pneumoniae séo diferenciadas de acordo
com sua atividade hemaglutinante: as fimbrias que tém a sua aglutinacdo com eritrocitos inibida
pela D-manose sdo designadas manose-sensiveis ou fimbria tipo 1, enquanto que as fimbrias
que ndo tem a aglutinacéo inibida pela manose sdo chamadas manose resistentes ou fimbrias
tipo 3 (DUGUID, 1959; GERLACH; CLEGG; ALLEN, 1989; GUIMARAES, BENITO et al.,
2004; PACZOSA, MECSAS; 2016).

A adesdo microbiana, mediada pelas fimbrias, aos tecidos hospedeiros é uma etapa
extremamente necessaria ao desenvolvimento da infec¢do (STRUVE et al., 2009; TORTORA
et al., 2016). Nesta etapa as adesinas fimbriais se unem especificamente a receptores
moleculares na superficie das células ou dos dispositivos, facilitando a aderéncia aos tecidos
especificos do hospedeiro (KLEMM; SCHEMBRI, 2000; TORTORA et al., 2016). As fimbrias



28

também sdo importantes para fixagdo inicial das bactérias aos cateteres ou a outros dispositivos
médicos, contribuindo assim para formacdo de biofilmes nestes dispositivos (JACOBSEN et
al., 2008; MURPHY et al., 2013; BANDEIRA et al., 2017).

Klebsiella pneumoniae produz, principalmente, dois tipos de fimbrias, as do tipo 1 e do
tipo 3 (GERLACH; CLEGG; ALLEN, 1989; SAHLY et al., 2008). Sdo estruturalmente e
mecanicamente diferentes, estando essas diferencas atreladas provavelmente as funcbes que
desempenham (SCHROLL et al., 2010; CHEN et al., 2011, MURPHY et al., 2013). Essas
fimbrias sdo constituidas, principalmente, por monémeros de estrutura principal protéica, com
massa molecular média de 20 kDa e subunidades de adesinas, sendo as estruturas monomericas
principais FIimA e MrkA nas fimbrias do tipo 1 e 3, codificadas pelos genes fimA e mrkA,
respectivamente, podendo ser cromossémicos ou plasmidiais (SHARON, 1987,
WITKOWSKA et al., 2005; ALCANTAR-CURIEL et al., 2013; MADSEN et al., 2016).

As fimbrias do tipo 1 sdo manose-especificas, expressas em muitas espécies de
enterobactérias, enquanto que as do tipo 3 sdo especificas para o colageno IV e V, e encontram-
se presentes na maioria dos isolados de Klebsiella (FADER; DAVIS, 1980; FADER et al.,
1981; WITKOWSKA et al., 2005; ALCANTAR-CURIEL et al., 2013). As fimbrias do tipo 1
sdo finas, rigidas, bastante comuns em espécies da familia Enterobacteriaceae, expressas por
diversas espécies desempenhando um papel importante na patogénese bacteriana (KLEMM,;
SCHEMBRI, 2000; OFEK, ITZHAK et al., 2003; SAHLY et al., 2008; PACZOSA, MECSAS,
2016). Outros géneros, além de Klebsiella, também expressam fimbrias do tipo 3 como
Providencia, Proteus, Enterobacter e Serratia (STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2009;
SCHAFER, PEARSON et al., 2015; AZEVEDO et al., 2018).

As fimbrias do tipo 1, presentes em Klebsiella tem sido mais extensivamente estudada
em Escherichia coli, mas sabe-se que as estruturas fimbriais do tipo 1 em K. pneumoniae sdo
homologas as de E. coli em relacdo a composicdo da regulacdo génica (GERLACH; CLEGG;
ALLEN, 1989; WITKOWSKA et al., 2005; STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2009).

As fimbrias do tipo 1 exercem as suas propriedades adesivas em virtude da adesina
FimH, um componente menor localizado na ponta da fimbria (CHOUDHURY, 1999; STRUVE
et al., 2008). A adesina FimH, codificada pelo gene fimH, reconhece manose contendo
glicoproteinas que estdo presentes em muitos tecidos do hospedeiro mamifero, tais como a
superficie das celulas do aparelho urinario. Isto permite que as bactérias se fixem e
eventualmente colonizem o uroepitélio (MARTINEZ et al., 2000; TCHESNOKOVA et al.,
2011; FEENSTRA et al., 2017). Dessa forma, as fimbrias do tipo 1 desempenham um papel
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importante na infeccdo do trato urinario causadas por E. coli e K. pneumoniae (SAHLY et al.,
2008; FEENSTRA et al., 2017).

Além disso, as fimbrias do tipo 1 promovem a adesdo e invasao bacteriana, assim como
a formacao de biofilmes, as quais séo caracteristicas intimamente associadas com a viruléncia
bacteriana (SCHEMBRI et al., 2005, PACZOSA, MECSAS; 2016). Ambas as fimbrias do tipo
1 e 3 estdo expressas na formacdo do biofilme (STAHLHUT et al., 2012, 2013; CRUZ-
CORDOVA etal., 2014; PACZOSA, MECSAS, 2016). No entanto, segundo alguns autores, as
fimbrias do tipo 3 contribuem fortemente para formacao de biofilmes em superficies abioticas
(SCHEMBRI et al., 2005; STRUVE et al., 2009, LIN et al., 2017), j& as do tipo 1 nédo
(SCHROLL et al., 2010, STAHLHUT et al., 2012, 2013; KHANAL et al., 2015).

Estudo sobre o mecanismo que o gene fimK que participa da regulacdo da expressdo da
fimbria do tipo 1 mostrou que este gene atua positivamente na expressdo de fimbrias do tipo 1,
podendo levar a reducdo dos niveis intracelulares de c-di-GMP afetando negativamente a
expressao de outras estruturas de superficie, como as fimbrias do tipo 3 (WANG, ZHE CHONG
etal., 2013; WILKSCH et al., 2011; LIN et al., 2017). As fimbrias do tipo 3 medem 2-4 nm de
largura e 0,5-2 um de comprimento, predominantemente compostas por uma proteina de
subunidade grande MrkA, além da adesina MrkD (ALLEN; GERLACH; CLEGG, 1991; ONG

3

et al., 2008). Estas fimbrias do tipo 3 pertencem a classe das fimbrias “usher chaperone”
codificadas pelo cluster génico mrk, o qual inclui o gene mrkA que codifica a subunidade
principal fimbrial e o gene mrkD codifica a adesina fimbrial responsavel pela aglutinacéo de
eritrocitos pelo mecanismo manose resistente (STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2009;
ALCANTAR-CURIEL et al., 2013).

As fimbrias do tipo 3 sdo capazes de mediar a ligacdo de Klebsiella spp. as diversas
células humanas, tais como as endoteliais e epiteliais do trato respiratorio e urinario
(TARKKANEN et al., 1997; SAHLY et al., 2008; STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2009).
Esse tipo de fimbria pode mediar a ligacéo ao tecido alvo utilizando a adesina MrkD que esta
associado com a proteina fimbrial MrkA. A formagéo de biofilmes in vitro por isolados de K.
pneumoniae foi influenciada pela producdo de fimbrias na superficie bacteriana, facilitando a
formacéo do biofilme. No entanto, a proteina MrkD parece ndo ser necessaria para uma rapida
e eficiente formacédo de biofilme, embora seja requerida para adesdo as proteinas da matriz
extracelular. O principal componente estrutural da fimbria do tipo 3 (MrkA) é uma proteina
hidrofdbica, e sua hidrofobicidade pode facilitar as interagdes bacterianas que conduzem a um
crescimento eficiente como biofilme (LANGSTRAAT; BOHSE; CLEGG, 2001). A fimbria do
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tipo 3 demonstrou mediar & adesdo as estruturas de colageno, em ensaios de aderéncia
utilizando linhagens celulares (TARKKANEN et al., 1997; STRUVE et al., 2009).

As fimbrias do tipo 3 parecem desempenhar duas funcdes importantes para a bactéria,
a de promover a interacdo com receptores especificos das células e tecidos do hospedeiro e a
de facilitar o crescimento da bactéria como biofilme (LANGSTRAAT; BOHSE; CLEGG,
2001; STAHLHUT et al., 2012, 2013). A proteina MrkH foi implicada na regulacéo positiva
da expressdo de genes responsaveis pela producdo de fimbrias de tipo 3, através da ligacéo a
regides reguladoras de DNA para estes genes e iniciadores da expresséo. Essa ligagdo ocorre
somente quando a proteina MrkH é estimulada por uma pequena molécula, a c-di-GMP, onde
enzimas bacterianas produzem ou quebram o c-di-GMP para controlar a sua concentragéo
dentro da célula, e assim modulam a atividade MrkH. A compreensao da base molecular para
estes processos pode levar ao desenvolvimento de compostos terapéuticos, possivelmente, para
a incorporacdo em materiais para dispositivos médicos para inibir a formacdo de biofilme e
patogénese (WILKSCH et al., 2011; PERCIVAL et al., 2015). Outro regulador transcricional
da fimbriatipo 3, o gene mrkHI, também atua na formacéo do biofilme (JOHNSON et al., 2011;
LIN etal., 2017).

A CPS e as fimbrias sdo componentes estruturais da superficie celular de K. pneumoniae
e desempenham papéis importantes na sua sobrevivéncia e patogenicidade. Alguns estudos
relatam a interferéncia da CPS em outros mecanismos de viruléncia como as fimbrias e
formacdo de biofilmes. Isolados encapsulados tiveram a sua adesdo as células epiteliais
parcialmente inibidas e expressaram uma menor quantidade de adesinas, podendo ser a CPS
responsavel por estes eventos (FAVRE-BONTE; JOLY; FORESTIER, 1999; CLEMENTS et
al., 2008). Esta relagdo também foi verificada por outros autores, em que os isolados
encapsulados aderiram mal as células epiteliais e apresentaram menor poder de invasdo
(SAHLY et al., 2000), indicando que a funcdo das fimbrias pode ser prejudicada devido a
presenca da CPS. Adicionalmente, foi demonstrado que a CPS interfere, mas ndo anula o
funcionamento das fimbrias, pois ndo afeta a quantidade de fimbria produzida. A presenca de
uma CPS espessa parece impedir que a fimbria tipo 1 inicie a formag&o do biofilme, ja que a
inibicdo da sintese da cpsula melhora o funcionamento desta fimbria (SCHEMBRI et al., 2005;
GONGCALVES et al., 2014).

No entanto, ha relatos conflitantes na literatura quanto a expressao simultanea de CPS
e fimbrias por K. pneumoniae, onde numa investigacao preliminar, onde foi relatado que de 32
isolados encapsulados de K. pneumoniae provenientes de ITU, 29 foram capazes de expressar
fimbria do tipo 1 (TARKKANEN et al., 1992). Por outro lado, Matatov et al. (1999)
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identificaram uma relacdo inversa entre capsula e a expressdo da fimbria do tipo 1, examinaram
isolados de K. pneumoniae derivados de sepses e de ITU e mostraram que os isolados de sepse
encapsulados ndo produziram as fimbrias de tipo 1, enquanto que a maioria dos isolados de ITU
que expressavam as fimbrias do tipo 1 ndo eram encapsulados. Esses dados indicam que 0s
isolados encapsulados sdo incapazes de expressar fimbrias funcionais.

A auséncia da CPS, resultou em um aumento na formacéo de biofilme, indicando que
na auséncia da CPS, as fimbrias do tipo 1 assumem um papel importante na formacéo de
biofilme (HUANG et al., 2014). Além das fimbrias do tipo 1 e 3, outras fimbrias tém sido
descritas estando associadas ao aumento da formagéo de biofilme, como a kpc, sendo mais
prevalente em isolados de K. pneumoniae sorotipo K1 (WU, CHIEN-CHEN et al., 2010).

Outro tipo de fimbria denominada de Pilus Comum Escherchia coli (ECP) pode ser
encontrada, sendo altamente conservadas entre espécies entéricas, tais como Klebsiella spp. e
K. pneumoniae (98% e 97%, respectivamente) (GARNETT et al., 2012). ECP é uma fimbria
peritriquia fina de quatro nm de espessura, flexivel e composta por subunidades de pilina
codificada pelo gene ecpA (RENDON et al., 2007). Uma frequéncia superior a 90% do gene
ecpA entre isolados clinicos de K. pneumoniae tem sido relatada (ALCANTAR-CURIEL et al.,
2018). A expressdo desse gene por isolados de K. pneumoniae é relacionada a capacidade de
formacdo de biofilme, sendo inclusive mais prevalente em relagcdo ao gene fimH (CRUZ-
CORDOVA et al., 2014; ALCANTAR-CURIEL et al., 2018).

2.2.3 BIOFILMES

A existéncia dos biofilmes j& é conhecida hd algum tempo. Zobell, em 1943, foi
provavelmente o primeiro a registrar essa observacdo em detalhes (CHARACKLIS;
MARHALL, 1990; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994), ele sugeriu que o processo de
colonizagdo microbiana ocorre em duas etapas: uma fase inicial reversivel seguida por uma
ligagéo irreversivel entre a célula e a superficie (CHARACKLIS; MARHALL, 1990). Apos o
primeiro registro, pesquisadores tém demonstrado a existéncia dos biofilmes em diversos
ambientes em cascos de navios, sistemas de distribuicdo de &gua e petréleo, caries dentais,
dispositivos e implantes médicos (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994; HOIBY, 2017; DE
CARVALHO et al., 2018; STEFFESN, MARCANTONIO, 2018).

Em 1992, os biofilmes foram definidos como uma estrutura porosa e complexa formada
por uma ou mais espécies de microrganismos imobilizados a uma superficie ou substrato,

formam microcoldnias circundadas de grande quantidade de exopolissacarideos constituindo



32

uma matriz polimérica organica originada por bactérias, podendo reter substancias inorganicas
no interior da matriz (COSTERTON, 1999; COSTERTON et al., 1994; ZOTTOLA,;
SASAHARA, 1994; HALL, MAH, 2017). Entre as microcol6nias formadas existem canais de
circulacdo e armazenadmento de dgua que promovem o influxo de nutrientes e o efluxo de
produtos de metabolismo. Andlises bioquimicas da estrutura dos exopolissacarideos revelam
que os biofilmes sdo hidrogéis (CORONA-IZQUIERDO; MEMBRILLO-HERNANDEZ,
2002; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; RABIN et al., 2017).

A formacdo do biofilme pode ser dividida em estagios (Figura 1), no primeiro, forma-
se uma camada de acomodamento que serd a base sobre a qual o biofilme ira se desenvolver
sendo apresentada uma superficie a bactéria, esse processo € acionado por forgas gravitacionais
e movimento browniano e influenciado por forcas hidrodinamicas circundantes (DONLAN,
2002; GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008; KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU;
HULTGREN, 2015).

Posteriormente, as células microbianas plancténicas sdo transportadas a partir de
grandes quantidades de liquido para a superficie quer por forcas fisicas ou por adesinas ou
flagelos. As forcas fisicas associadas a essa adesdo bacteriana incluem a de Van der Waals,
interacOes de natureza espacial e eletrostatica, hidrofébico-hidrofilico, interagdes osmoticas e
termodindmicas. Essa fase de crescimento bacteriano € logaritmica e pode ocorrer em apenas
alguns segundos, sendo reversivel (APARNA; YADAV, 2008; GARRETT; BHAKOO;
ZHANG, 2008; KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; HULTGREN, 2015), podendo as
bactérias se separarem devido a forcas hidrodindmicas, de repulsdo (DUNNE, 2002; THOMEN
etal., 2017) ou em resposta a disponibilidade de nutrientes (WU, OUTTEN, 2009; YAWATA
et al., 2016).

Em um terceiro estagio, as células que resistem as forcas de cisalhamento mantendo-se
imobilizadas firmemente aderidas a superficie tornando-se irreversivelmente aderidas, sendo
importantes nessa etapa flagelos, fimbrias e pili para vencer as forgas repulsivas, assim como a
interacdo de propriedades hidrofobicas-hidrofilicas das superficies (GARRETT; BHAKOO;
ZHANG, 2008: KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; HULTGREN, 2015). A medida que
as células estacionarias se dividem, células filhas espalham-se para formar aglomerados. Ocorre
uma expressdo diferente de genes entre os estados séssil e planctonico. A producéo de flagelos
é reduzida, a motilidade é diminuida, ja a expressdo do nimero de genes para producéo de
proteinas celulares de superficie e excre¢do de produtos é aumentada (GARRETT; BHAKOO;
ZHANG, 2008; HALL MAH et al., 2017).


http://perspectivesinmedicine.cshlp.org/content/3/4/a010306.full#ref-237
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Figural: Esquema das estapas de formagédo do biofilme.

Adesao Crescimento Dispersao 3

Fonte: Center for Biofilm Engineering da Montana State University (2003), com modificagdes.
http://lwww.biofil.montana.edu/multimedia/images/download.html?id=1093
(imagem acessada em 20/02/2019)

Posteriormente, a fase estacionaria de crescimento descreve uma fase em que a taxa de
divisdo celular é igual a taxa de morte celular. Na presenca de uma alta densidade celular, varios
mecanismos de sinalizacdo celular sdo encarregados do biofilme, conhecido como quorum
sensing, onde auto-sinalizadores estimulam a expressdo génica de mecanismos importantes
para a matrix extracelular. Por fim, ha a dispersdo do biofilme, enzimas produzidas pelo
biofilme desmembra os polissacarideos que agregam o biofilme, as bactérias se soltam, ficando
livres para colonizar outros substratos (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008; KUMAR et
al.,, 2017; FLEMING; RUMBAUGH, 2018). As células aderidas irreversivelmente as
superficies ao se dividirem formam microcol6nias e produzem polimeros extracelulares que
definem um biofilme. Estas substancias poliméricas extracelulares consistem principalmente
de polissacarideos e podem ser detectados microscopicamente e por andlise quimica. Os
biofilmes sdo altamente hidratados (98% de agua) e fortemente ligados a superficie subjacente
(LIM et al., 2015; ROZEJ et al., 2015).

Portanto, os biofilmes sdo compostos principalmente de células microbianas e de uma
matriz composta principalmente por um aglomerado de substancias poliméricas extracelulares
(EPS). Essa matriz polimérica pode variar em propriedades quimicas e fisicas, mas é
principalmente composta por polissacarideos. Os biofilmes desenvolvidos sobre dispositivos
médicos podem ser formados por apenas um tipo de microrganismo ou microrganismos
associados, como fungos e bactérias de diferentes especies (DONLAN, 2002; FOURIE et al.,
2016; BUDZYNSKA et al., 2017).
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A formacdo dos biofilmes pode ser benéfica ou prejudicial ao ambiente em que se
formam. Na industria de processamento de alimentos a formacdo de biofilmes pode ser
benéfica, como é o caso da fabricacdo de vinagre onde o crescimento dos microrganismos
aumenta a area de superficie favorecendo a conversdo do substrato em produto (ZOTTOLA,;
SASAHARA, 1994; ROSSI et al., 2016; GALIE et al., 2018).

Células crescidas em biofilme apresentam algumas propriedades distintas das células
planctonicas, uma delas é a resisténcia aumentada aos antimicrobianos (MAH; O’TOOLE,
2001; DE CAMPOS et al., 2016). A estrutura quimica e fisica dos biofilmes ou outros aspectos
da arquitetura do biofilme podem ser responsaveis por conferir essa resisténcia elevada, j& que
as células no centro de biofilmes ficam protegidas de forgas quimicas e fisicas tais como de
antimicrobianos e de descamacdo (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994; LIMOLI et al., 2015).

As células que existem num biofilme, podem se tornar 10-1000 vezes mais resistentes
aos agentes antimicrobianos que as planctdnicas, causando um enorme impacto na medicina, ja
que tem sido estimado que os biofilmes estejam associados a 65% das IRAS, os quais
apresentam empecilhos na terapia antimicrobiana elevando os custos do tratamento destas
infecgdes (MAH; O’TOOLE, 2001; JAMAL et al., 2018). Estudos indicam que a maioria dos
cateteres vasculares sdo colonizados por microrganismos presentes em biofilmes (TORTORA
etal., 2017).

A matriz exopolissacaridica (ou outros componentes dos biofilmes) ndo forma uma
barreira impenetravel a difusdo de agentes antimicrobianos. No entanto, para certos agentes, a
matriz de exopolissacarideo representa uma barreira inicial que pode dificultar a penetracéo do
agente antimicrobiano (MAH; O’TOOLE, 2001; SINGH et al., 2016).

Células crescidas em uma condic¢do de limitacdo nutricional causa um stress na bactéria
e a transicdo de um crescimento exponencial ou crescimento lento ou nulo geralmente leva a
um aumento da resisténcia, é possivel ainda que essa taxa de crescimento lenta seja devido ao
estresse, e ndo a limitacdo nutricional (MAH; O’TOOLE, 2001; SUGIMOTO et al., 2018).
Além disso, a estrutura do biofilme promove um ambiente ideal para troca de DNA
extracromossomal, pois devido a proximidade maior das células a conjugagdo ocorre melhor
entre células no biofilme do que em células plancténicas. Dessa forma, os organismos dentro
de biofilmes podem facilmente adquirir resisténcia através da transferéncia de plasmideos de
resisténcia (DONLAN, 2002; ALDECOA et al., 2017).

A adaptacdo genética dos microrganismos é fundamental para sua sobrevivéncia e pode
ter origem quer em mutacfes ou recombinacfes dentro do seu proprio genoma, quer na

aquisicdo de novo material genético proveniente de outros micro-organismos, onde a formacéo
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de biofilme facilita essa adaptagdo a novos ambientes (AZEVEDO; CERCA, 2012; GRANT et
al., 2016). Fatores ambientais podem promover a formacéo de biofilme bacteriano contribuindo
positivamente para a resisténcia antimicrobiana (POOLE, 2012; DE LA FUENTE-NUNEZ et
al., 2013). Adicionalmente, tem sido mostrado que sub-C1Ms de antimicrobianos podem induzir
a formacdo de biofilme bacteriano. Sub-CIMs de antimicrobianos B-lactdmicos induzem
significativamente a formacéao de biofilmes em algumas cepas de S. aureus (KAPLAN et al.,
2012). Resultado semelhante foi obtido com um isolado de K. pneumoniae portador do gene
blactx-m-15, quando submetido a cefotaxima em baixas concentracdes (HENNEQUIN et al.,
2012b).

O uso generalizado de antimicrobianos como promotores de crescimento na
agropecuaria pode expor as bactérias a baixos niveis das drogas. Niveis baixos de -lactamicos,
uma classe amplamente utilizada em ambientes clinicos e agricola causou uma auto-agregarao
significativa e a formacao de biofilmes por Staphylococcus aureus (KAPLAN et al., 2012). Por
outro lado, concentra¢des sub-inibitorias de ceftazidima causaram uma diminui¢do na formacéo
de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa (OTANI et al., 2018). Estudos tém mostrado que as
concentragdes sub-inibitorias podem ter diversos efeitos em biofilmes bacterianos, variando da
inibicdo ao estimulo do crescimento séssil e variando em relacdo as espécies e linhagens
bacterianas (STOITSOVA et al., 2016; SATO et al., 2018; SRITHARADOL et al., 2018).
Outros farmacos, como a hidroclorotiazida, também estimulam a formacao de biofilme, ndo
apenas os antimicrobianos (CADAVID et al., 2018).

Além disso, a formacdo de biofilmes, principalmente em K. pneumoniae esta
relacionada a fatores de viruléncia como a presenca de capsula e fimbrias do tipo 1 e do tipo 3.
Esta relacdo vem sendo descrita em estudos juntamente com outros fatores que parecem
influenciar a formacdo de biofilme. Segundo Schroll et al. (2010) a formacdo in vitro do
biofilme pode ser influenciada pelo meio de cultura, no entanto ndo foi observada a correlacdo
entre a quantidade de biofilme formado e a composicdo do meio, quanto a quantidade de
nutriente.

Além das fimbrias, o ferro é um elemento essencial para o crescimento bacteriano com
participacdo em processos de transporte de oxigénio e elétrons, essenciais para a formagéo de
biofilme, onde regula a motilidade em superficies, promove a formacéao de biofilme e estabiliza
a matriz de polissacarideo. Assim, reduzir a disponibilidade de ferro tem sido proposto como
um potencial meio para prejudicar o desenvolvimento de biofilme por isolados de K.
pneumoniae, P. aeruginosa e Escherichia coli (CHHIBBER; NAG; BANSAL, 2013). Um
regulador de ferro, o IscR (Iron-Sulfur Cluster Regulator), controla a formacao de biofilmes
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em resposta a alteragbes na homeostase celular de co-fatores de ferro. O IscR regula ainda a
expressdo de fimbrias de tipo 1 em E. coli, contribuindo para a formacéo de biofilme (WU;
YUN; OUTTEN, 2009).

Um estudo verificou que isolados de K. pneumoniae mutantes com insercdes de
transposons dentro do loci wza e wzc da CPS foram deficientes na formacéao de biofilme (WU
et al., 2011). A diminuicdo da producdo da CPS pode ser responsavel pela diminuigdo da
formacéo de biofilme (BODDICKER et al., 2006). Genes da CPS, como wza e ORF14 séo
importantes para a fase inicial da formacéo de biofilme por K. pneumoniae (BALESTRINO et
al., 2008).

LEE et al. (2008) verificaram que isolados de Acinetobacter baumanii que possuiam o
gene que codifica para producdo da p-lactamase PER-1 formaram biofilme em maior
quantidade do que os isolados sem o gene que confere a producdo dessa B-lactamase. A
expressao de B-lactamases das classes A e D prejudicaram a formagéo de biofilme por isolados
de E. coli e P. aeruginosa. No entanto, plasmideos idénticos que carregam [-lactamases da
classe B ou C, relacionadas a resisténcia tetraciclina ou gentamicina ndo diminuem a formacéo
de biofilme, propondo que essas enzimas interferem na remodelacdo de pepetideoglicanos
necessarios para formagdo de grandes complexos macromoleculares relacionados & adesdo
bacteriana as superficies e subsequente desenvolvimento do biofilme (GALLANT et al., 2005).
Em K. pneumoniae plasmidios que codificam ESBLs impediram a adesdo bacteriana
(HENNEQUIN; FORESTIER, 2007).

Os antimicrobianos ou agentes anti-biofilme podem promover a formacéo de espécies
reativas ao oxigénio, o que contribui para a morte celular. Esses antimicrobianos e também
nano particulas de prata que promovem a formacdo de espécies reativas ao oxigénio podem
inibir o desenvolvimento de biofilme por E. coli e K. pneumonaie (KUCZYNSKA-WISNIK et
al., 2010; QAYYUM et al., 2017).

O desenvolvimento de biofilme esté relacionado ao processo de quorum sensing. O
qguorum sensing € um mecanismo de comunicacao célula-célula que sincroniza a expressdo dos
genes em resposta ao limiar de densidade populacional atingido (SOLANO et al., 2014). A
sinalizacdo célula-célula desempenha um papel na ades&o celular e, portanto, na formacéo de
biofilmes (DONLAN, 2002; WANG et al., 2016; VUOTTO et al., 2017). A formacédo de
biofilme em K. pneumoniae é complexa e envolve varios mecanismos de regulagdo. Quorum
sensing modula a formacdo de biofilme através da sintese de lipopolissacarideo em K.
pneumoniae (DE ARAUJO et al., 2010; SUN et al., 2016).
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O Autoindutor-2 (Al-2) € uma molécula sinalizadora produzida pela LuxS, uma enzima
encontrada em muitas espécies bacterianas, responsdvel por viabilizar a comunicagdo
interespecifica (PEREIRA et al., 2013). O gene luxS é necessario para a sintese de Al-2
(BALESTRINO et al., 2005), sendo indispensavel nos estagios iniciais da formacéo de biofilme
(SUN et al., 2016). Em K. pneumoniae o quorum sensing é dependente do gene luxS (ZHU et
al., 2011).

A utilizacdo de blogueadores desse sinal de quorum sensing para atenuar a
patogenicidade bacteriana tem sido estudada como uma alternativa, principalmente diante da
emergéncia de bactérias MDR (ANBAZHAGAN et al., 2012, CHUNG, TOH, 2014, ROY et
al., 2018). Além disso, tem sido sugerido que os processos de desenvolvimento e diferenciacdo
de microcol6nias podem ser de grande interesse como alvos para novas estratégias para
controlar o biofilme; ja que a morte celular programada, uma caracteristica essencial de
organismos superiores, pode também desempenhar um papel fundamental na diferenciacao

celular e desenvolvimento continuo de microcol6nias de procariotos (WEBB et al., 2003).

2.2.4 AGENTES ANTI-BIOFILME

Devido aos impactos causados pelos biofilmes, a busca por agentes com acéo
antibiofilme tém aumentado, varios estudos tém sido publicados, investigando agentes de
origem variada. Varios estudos com esta abordagem vém sendo realizados incluindo pesquisas
com extratos de frutas eficazes diante o biofilme formado por isolados clinicos de K.
pneumonaie produtores de AmpC (KUMAR et al., 2014), blueberry contra biofilme de S.
epidermidis (ZIMMER et al., 2014), plantas da Caatinga frente biofilme de P. aeruginosa
(TRENTIN et al., 2013), moléculas antagonistas de Ferro e bacteriéfagos associados com a
terapia antimicrobiana para prevenir o desenvolvimento de biofilme (CHHIBBER; NAG,;
BANSAL, 2013); biosurfactantes com propriedades anti-adesivas e anti-biofilme frente a A.
baumannii, E. coli e S. aureus (SAMBANTHAMOORTHY et al., 2014); e peptideos que atuam
na resposta celular ao estresse, impedindo a formacao de biofilme (DE LA FUENTE-NUNEZ
etal., 2014).

Algumas moléculas sintéticas tém sido testadas, apresentando efeitos antibiofilme
(MOSHIRI et al., 2018; PARRINO et al., 2019), peptideos antibiofilme podem inibir o
desenvolvimento de biofilmes de diferentes espécies bacterianas (PLETZER, HANCOCK,
2016), bacteriofagos, enzimas também tém mostrado efeitos satisfatorios impedindo a
formagéo de biofilme (SADEKUZZAMAN et al., 2015).
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Oleos essenciais de variadas origens também tém sido revelados como agentes anti-
biofilme, o0 6leo essencial de sementes de cominhos pode ser Util por si 6 ou em combinagdo
com agentes antimicrobianos, para tratar infeccdes bacterianas. Foi observado aumento da
eficacia antibacteriana de ciprofloxacina por esse 6leo essencial, com alguns danos causados
na parede celular ou alteracdo das proteinas de membrana externa contra K. penumoaniae
(DERAKHSHAN; SATTARI; BIGDELI, 2010). Outros 6leos essenciais tém apresentando
eficacia frente a diversos microrganismos (SCHILLACI et al., 2008; KAVANAUGH,;
RIBBECK, 2012; BERSAN et al., 2014; BILCU et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014;
QUINTAS et al., 2015), interferindo inclusive na expressdo de fatores de viruléncia (KIM,
BEOM-SU et al., 2015).

2.3 B-LACTAMICOS

Um dos principais tipos de antimicrobianos, tanto do ponto de vista historico quanto
médico, corresponde ao grupo dos B-lactdmicos que incluem as penicilinas, cefalosporinas e
cefamicinas, todos com aplicagdo médica. Os antimicrobianos B-lactdmicos formam um grupo
de antimicrobianos que contém em sua estrutura o anel B-lactdmico heterociclico de quatro
membros (MADIGAN, 2010). Os antimicrobianos -lactdmicos séo prescritos com frequéncia,
compartilhando uma estrutura e mecanismo de acdo comum: a inibicdo da sintese da parede
celular bacteriana formada por peptideoglicanos (GOODMAN; GILMAN, 2012). Em suas
estruturas quimicas, todos os B-lactamicos tem um elemento estrutural farmacotrofico em
comum, o anel azetidinona de quatro membros ou anel B-lactdmico, que na maioria dos
antimicrobianos esse anel central € fundido a outro anel de cinco (tiazolidinico) ou seis
membros (dihidrotiazinico), formando as penicilinas ou cefalosporinas, respectivamente
(GUIMARAES et al., 2010).

As Proteinas Fixadoras de Penicilina (PBPs) estdo presentes na membrana
citoplasmatica sendo alvos dos antimicrobianos B-lactamicos (MURRAY et al., 2005). Os B-
lactdmicos inibem irreversivelmente a enzima transpeptidase que catalisa a reacdo de
transpeptidacdo entre as cadeias de peptideoglicanos da parede celular bacteriana
(GUIMARAES et al., 2010). A inibicdo de uma ou mais destas enzimas essenciais resulta em
acumulo das unidades precursoras da parede celular que por sua vez induz a ativagao do sistema
autolitico da célula resultando na citélise (MIMS et al.,1999). Quando a bactéria é exposta ao

antibidtico, este liga-se as PBPs na membrana celular bacteriana e as enzimas autoliticas sao
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liberadas degradando a parede celular, ocorrendo a morte bacteriana (FERNANDES;
AMADOR; PRUDENCIO, 2013; CHO et al., 2016).

Os carbapenémicos, entre os p-lactamicos, sdo os mais eficazes contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, apresentando um amplo espectro de acdo. Esses antimicrobianos
tém uma estrutura molecular Unica, devido a presenca de um carbapenem junto ao anel -
lactamico (MELETIS, 2015). Os carabapenémicos tém se destacado por apresentarem
atividade contra bactérias resistentes. No entanto, o tratamento com carbapenémico em
monoterapia em isolados K. pneumoniae produtores de KPC heterorresssistentes pode levar a
um alto nivel de resisténcia e a uma falha no tratamento (ADAMS-SAPPER et al., 2015;
POTTER et al., 2016).

Entre os carbapenémicos foi visto que doripenem e meropenem apresentam uma maior
estabilidade frente a hidrolise por KPC-2 em relacdo ao imipenem (QUEENAN et al., 2010). A
associagao in vitro e in vivo doripenem e amicacina em isolados de K. pneumoniae produtores
de KPC ja foi testada in vitro e in vivo mostrando-se eficaz (HIRSCH et al. 2012).

A taxa de falha terapéutica pode ser diminuida utilizando a associacdo da amicacina
com carbapenémico ou polimixina ao invés da monoterapia (LEE; GRACE; BURGESS, 2012).
A associacao do meropenem com a polimixina B além de apresentar um efeito sinérgico, causou
alterac6es morfoldgicas mais relevantes do que quando comparado com cada antimicrobiano
isoladamente frente isolados de K. pneumoniae produtores de carbapenemase (DIEP et al.,
2017) Esses estudos reforcam que a associacdo destas classes de antimicrobianos podem ser

efetivas no tratamento de infec¢Oes por bactérias produtoras de KPC.

2.4 AMINOGLICOSIDEOS

Os aminoglicosideos foram descobertos em 1943, quando Waksman e colaboradores
examinavam actinomicetos do solo e isolaram o Streptomyces griseus que elaborava uma
potente substancia antimicrobiana, a estreptomicina (GOODMAN; GILMAN et al., 2012). Os
aminoglicosideos formam um grupo de antimicrobianos em que os aminoagucares se encontram
ligados por ligacGes glicosidicas, ou seja, possuem um grupo amino basico e uma unidade de
acucar (MINGEOT-LECLERCQ; GLUPCZYNSKI; TULKENS, 1999; GUIMARAES et al.,
2010; TORTORA et al., 2017).

Esta classe de antimicrobianos apresenta uma a¢do melhor em pH levemente alcalino,
em torno de 7,4, onde estdo positivamente carregados, facilitando a penetracdo em bactérias

Gram-negativas (GUIMARAES et al., 2010), os aminoglicosideos estdo entre os primeiros
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antimicrobianos a apresentar atividade significativa contra bactérias Gram-negativas
(RAMIREZ, TOLMASKY, 2011; TORTORA et al., 2017) e apresentam efeito sinérgico com
B-lactamicos (GUIMARAES et al., 2010; KULENGOWSKI et al., 2019). Diferentemente da
maioria dos inibidores de sintese protéica microbiana, que sdo bacteriostaticos, 0s
aminoglicosideos sdo bactericidas (GOODMAN; GILMAN et al., 2012; PUCCI; BUSH, 2013).

Antimicrobianos aminoglicosidicos, como a estreptomicina, a gentamicina e amicacina
apresentam efeito bactericida por ligarem-se especificamente a subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos, impedindo 0 movimento do ribossomo ao longo do mRNA e, consequentemente,
interrompendo a sintese de proteinas. Dessa forma, eles atuam interferindo nas etapas iniciais
da sintese proteica pela alteracdo conformacional da por¢édo 30S do ribossomo 70S procariético.
Essa interferéncia leva a leitura incorreta do codigo genético impresso no MRNA
(GUIMARAES et al., 2010; TORTORA et al., 2017).

Os aminoglicosideos podem apresentar efeitos adversos como a ototoxicidade podendo
afetar a audigéo ao causar danos permanentes ao nervo auditivo limitando a dose utilizada e a
nefrotoxicidade que é geralmente reversivel (WARGO, EDWARDS, 2014; LEIS; RUTKA,
GOLD, 2015). O mecanismo pelo qual os aminoglicosideos sdo ototdxicos parece estar
relacionado com a sua capacidade de sequestrar metais e formando complexos de quelatos que
sdo redox ativo, podendo gerar espécies reativas a oxigénio, que por sua vez induz danos
celulares.Varredores de radicais livres, bem como quelantes de ferro podem atenuar os efeitos
ototoxicos de aminoglicosideos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2011; GOODMAN; GILMAN et
al., 2012; TORTORA et al., 2017; PUCCI, BUSH, 2013).

O principal mecanismo de resisténcia € a modificacdo enzimatica por enzimas
modificadoras de aminoglicosideos que sdo divididos em acetil-transferases, fosfotransferases
e nucleotidiltransferases (RAMIREZ; TOLMASKY, 2017). A ocorréncia de mutacdes que
afetam as proteinas ribossomais bacterianas pode conferir resisténcia a acdo dos
aminoglicosideos. Frequentemente essa resisténcia pode resultar da aquisicdo de plasmideos ou
de genes presentes em tranposons, adquiridos primariamente por conjugacao e transferéncia de
DNA, que codificam enzimas capazes de metabolizarem aminoglicosideos, ou de um defeito
no transporte do farmaco para o interior da célula bacteriana, reduzindo a eficacia clinica dos
aminoglicosideos (GOODMAN; GILMAN et al., 2012).

A amicacina, introduzida no final da década de 1970, foi e continua a ser um antibiotico
essencial usado contra numerosas infecgdes causadas por organismos resistentes a multiplos
farmacos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2017). Dentre os aminoglicosideos, a amicacina possui

um amplo espectro de acéo, exceto contra estreptococos e bactérias anaerobicas. A amicacina
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pode ter atividade contra muitas bactérias, especialmente bacilos Gram-negativos, que séo
resistentes a outras drogas. A amicacina pode ser mais ativa que a gentamicina contra muitas
bactérias gram-negativas, especialmente enterobactérias (MARK, 2016). Além disso, a
amicacina em combinacdo com carbapenémicos como o meropenem pode apresentar um efeito
sinérgico, podendo participar do tratamento de infec¢fes causadas por isolados produtores de
KPC (KULENGOWSKI et al., 2019).

Um novo aminoglicosideo, plazomicina, vem sendo testado in vitro, apresentando uma
potente atividade frente isolados de K. pneumoniae MDR, até produtores de KPC, podendo
representar uma alternativa promissora além da colistina, tigeciclina e polimixina; assim como
para isolados resistentes a quinolonas, inibidores de P-lactamases, carbapenémicos e aos
aminoglicosideos ja usados (SHAEER et al., 2019). Em K. pneumoniae e em outras espéecies
Zda familia Enterobacteriaceae, a plazomicina teve uma ac¢do melhor do que gentamicina e
amicacina, obtendo concentracfes minimas inibitdrias inferiores (ARMSTRONG; MILLER,
2010; GALANI et al., 2012; DE SOUZA MENDES; DE SOUZA ANTUNES, 2013;
ALMAGHRABI et al., 2014).

A resisténcia aos aminoglicosideos ocorre através de mecanismos que podem coexistir
simultaneamente na mesma célula (RAMIREZ; TOLMASKY, 2011; GARNEAU-
TSODIKOVA, LABBY, 2016). Em bactérias Gram-negativas a resisténcia é devida geralmente
a desativacao dos aminoglicosideos por enzimas modificadoras de aminoglicosideos que atuam
em sitios especificos dos aminoglicosideos causando acetilacdo via acetiltransferase
aminoglicosideo (AAC), adenilacdo nucleotidiltransferase aminoglicosideo (ANT) ou
fosforilagdo via fosfotransferase aminoglicosideo (APH) (RAMIREZ; TOLMASKY, 2011,
GAD; MOHAMED; ASHOUR, 2011; DOl et al., 2017). Outros mecanismos incluem a reducao
da concentracdo intracelular de aminoglicosideos por alteragdes na permeabilidade da
membrana exterior que é geralmente um mecanismo ndo especifico de resisténcia, do transporte
da membrana interior, de efluxo ativo ou aprisionamento da droga, a alteracdo da subunidade
ribossomal 30S alvo por mutacdo, e finalmente metilacdo do sitio de ligacdo do
aminoglicosideo (RAMIREZ; TOLMASKY, 2011; WACHINO, ARAKAWA, 2012;
HALDORSEN et al., 2014).

O sinergismo antimicrobiano resultante da combinagéo de antibidticos tem sido uma
abordagem terapéutica preferida para o tratamento de infecgbes bacterianas graves, por
possibilitar um espectro maior da atividade antibacteriana e prevenir o desenvolvimento de
resisténcia. Dessa forma, foi observado que os aminoglicosideos em associagdo com

antimicrobianos que inibem a biossintese da parede celular, tais como B-lactamicos, contra
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isolados de E. coli apresentaram uma atividade sinérgica bactericida (GAD; MOHAMED;
ASHOUR, 2011).

Um sucesso terapéutico superior a 70% foi observado no tratamento com
carbapenémicos associados com aminoglicosideo, polimixina associada e tigeciclina ja no uso
de carbapenémico e polimixina sozinhos, o sucesso foi reduzido para 40% e 14%,
respectivamente (HIRSCH; TAM, 2010). ConcentragOes clinicamente relevantes de imipenem
associadas a um aminoglicosideo proporcionaram um efeito sinérgico bactericida e a
diminuicdo de resisténcia contra isolados clinicos resistentes a carbapenémicos, foi sugerido
que o rompimento da membrana externa por um aminoglicosideo contribuiu para a sinergia do
imipenem com um aminoglicosideo (YADAV et al., 2009).

O uso de concentragbes sub-CIMs de amicacina reduziu a formacdo de biofilme e
interferiu na expresséo de fimbria em isolados de E. coli (WOJNICZ; TICHACZEK-GOSKA,
2013). A amicacina apresentou eficacia para tratar um biofilme jovem de K. pneumoniae ,
sugerindo gque o inicio precoce do tratamento com antibiéticos das bactérias nem um biofilme
é essencial a medida que o biofilme cresce; hd aumento da producdo de polissacarideo
extracelular, tornando os biofilmes mais antigos resistentes aos antibioticos (SINGLA,
HARJAI, CHHIBBER, 2013).

Alguns estudos relataram a eficacia de agentes antimicrobianos, quando utilizados em
combinacdo, apesar da resisténcia documentada a varias classes de antimicrobianos, a morte
bacteriana ainda pode ser alcancada com combinacdes de antimicrobianos cuidadosamente
selecionados. Esta pode ser uma alternativa para as infeccdes causadas por microrganismos
resistentes aos carbapenémicos (LIM et al., 2011; POURNARAS et al., 2011; DOSLER et al.,
2016; WANG et al., 2017). A eficacia da associacdo da amicacina com outros antimicrobianos
como ceftazidima, gentamicina, aztreonam, ciprofloxacina, tigeciclina e meropenem tem sido
relatada in vitro e in vivo em células planctonicas e na formacao de biofilme. A associacéo de
carbapenémicos com amicacina tém representado uma alternativa terapéutica para o tratamento
de infeccOes por bactérias produtoras de carbapenemases (BAYER; NORMAN; KIM, 1985;
PEFANIS et al., 1993; FOUN; BRET, 2014; YASIN et al., 2017).

2.5 POLIMIXINAS
As polimixinas sdo antimicrobianos lipopeptidicos, isolados do microrganismo Gram-

positivo Paenibacillus polymyxa na década de 1940, apresentam atividade bactericida contra

bacilos Gram-negativos pela ruptura da membrana celular bacteriana através de interagdes
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eletrostaticas e hidrofobicas (KAYE et al., 2016; SRINIVAS; RIVARD, 2017). Entretanto, o
seu uso foi praticamente abandonado entre 1970 e 1980, em virtude do aparecimento de
antimicrobianos com menor toxicidade. O retorno do uso das polimixinas na ultima década
ocorreu devido ao surgimento de bactérias Gram-negativas MDR, principalmente em pacientes
internados em unidades de terapia intensiva, e a auséncia de novos antimicrobianos para
combater esses patdgenos (MENDES; BURDMANN, 2009; POIREL; JAYOL; NORDMAN,
2017).

A acdo das polimixinas ocorre nas membranas externa e citoplasmatica, semelhante a
detergentes catidnicos. Ligam-se a componentes da membrana externa como fosfolipideos e
lipopolisacarideos (LPS), a molécula dapolimixina carregada positivamente interage com 0s
grupos fosfato carregados negativamente na porcdo lipidica A do LPS, desestabilizando a
membrana externa. Dessa forma, a molécula de polimixina é capaz de inserir suas regides
hidrofébicas na membrana externa deslocando competitivamente os ions de Ca e Mg que agem
como estabilizadores da membrana, provocando ruptura da mesma, levando a perda do
conteudo celular e ocasionando morte celular (MENDES; BURDMANN, 2009; KAYE et al.,
2016; SRINIVAS; RIVARD, 2017).

Os efeitos adversos desta classe de antimicrobianos sdo a nefrotoxicidade
(aproximando-se de 50%) e a neurotoxicidade (VELKOQV et al., 2013; KAYE, 2016). Dados
recentes demonstraram que a polimixina B pode ser menos nefrotoxica do que a colistina
(AVEDISSIAN, 2019). Atualmente, somente a polimixina B e a colistina (polimixina E) sdo
utilizadas na pratica clinica, devido a maior toxicidade das demais (MENDES; BURDMANN,
2009; THOMAS et al., 2019). Apesar da toxicidade, a colistina e a polimixina B foram
reconsideradas como ultima escolha para o tratamento de infec¢bes por patégenos MDR
(POIREL; JAYOL; NORDMAN, 2017).

No Brasil, a K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos é endémica, sendo a
polimixina B amplamente utilizada no tratamento de infecgcbes causadas por esses
microrganismos. No entanto, foi relatado um aumento na taxa de resisténcia a polimixina B
entre os isolados de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos, principalmente produtores
de KPC-2 (BARTOLLETI et al., 2016). A incidéncia de infeccGes causadas patdgenos
resistentes principalmente aso carbapenémicos tem aumentado globalmente, como as
polimixinas s&o consideradas como ultimo recurso antibidtico para o tratamento de tais
infec¢des, houve um amento no uso desses antimicrobianos (THOMAS et al., 2019). Diante do
aumento do uso de polimixinas nos ultimos anos, os relatos de resisténcia também

aumentaram, ja que as opcdes terapéuticas sao limitadas (SRINIVAS; RIVARD, 2017). Além
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disso, a colonizacdo por K. pneumoniae produtora de KPC e o uso prévio de polimixina B
podem estar associados ao desenvolvimento de microrganismos resistentes a polimixina
(GASPAR et al., 2015).

As infeccbes associadas a formacdo de biofilme representam um empecilho para
eficacia do tratamento até mesmo com o uso das polimixinas, foi observado que K. pneumoniae
foi suscetivel a colistina em sua forma planctdnica, mas apresentaram uma resisténcia
aumentada nos biofilmes, indicando uma heterorresisténcia a colistina somente quando
cultivada em arranjos de biofilme (SILVA et al., 2016). Por outro lado, a polimixina B foi capaz
de inibir a formacdo de biofilme e reduzir o biofilme pré-formado de K. pneumoniae
(HERRERA et al., 2018). A formacéo de biofilme por isolados clinicos de A. baumanii MDR

foi induzida por concentracdes sub-initorias de colistina e polimixina B (SATO et al., 2018).

2.6 RESISTENCIA AOS B-LACTAMICOS

As B-lactamases sdo enzimas com atividade hidrolitica, capazes de inativar uma grande
variedade de antimicrobianos B-lactamicos, incluindo as cefalosporinas e os monobactamicos
(GHAFOURIAN et al., 2015). Essas enzimas degradam o anel 3-lactamico dos antimicrobianos
inativando-os (TRABULSI, 2015). Anteriormente ao uso da penicilina generalizado para o
tratamento de infec¢des bacterianas, Abraham e Chain (1940) descreveram a primeira [3-
lactamase (BUSH, 1989). Desde entdo, inimeras B-lactamases foram identificadas e varios
esquemas de classificacdo foram propostos para agrupar estas enzimas de acordo com suas
caracteristicas bioquimicas e pela analise de suas estruturas moleculares (BUSH, 1989;
LIVERMORE, 1995; BUSH, 2010; LIVERMORE, 2012). As B-lactamases foram divididas de
acordo com suas estruturas primarias em quatro classes (A a D). De acordo com as diferencas
em seus mecanismos cataliticos, as diferentes classes podem ser classificadas dentro de dois
grupos: serina-p-lactamases (classes A, C e D) e metalo-B-lactamases (classe B) (BUSH;
JACOBY; MEDEIROS, 1995; BERTONCHELI; HORNER, 2008; BUSH, 2010;
LIVERMORE, 2012).

A produgdo de P-lactamases é o mecanismo mais comum de resisténcia aos
antimicrobianos B-lactimicos e 0 mais representativo em bactérias Gram-negativas, tendo
apresentado, ao longo dos anos, um impacto consideravel na eficacia daqueles antimicrobianos
(SUBRAMANIAN et al., 2015; BUSH, 2018). No final da década de 1980, houve um aumento
na incidéncia das bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL nas unidades de cuidados

intensivos neonatais, especialmente em paises em desenvolvimento. Este fato possivelmente
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estd relacionado a maior utilizacdo das cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, a
necessidade frequente de procedimentos invasivos e & ndo adocdo de medidas especificas de
controle de infeccdo hospitalar (KIM et al., 2002; HERNANDEZ et al., 2003; BLOMBERG et
al., 2005).

As bactérias que mais produzem B-lactamases relatadas na literatura sdo K. pneumoniae
e E. coli (KIM et al., 2002; CASSETTARI et al., 2006). Em um estudo, as ESBLs foram
detectadas em aproximadamente 50% dos isolados de K. pneumoniae 15,38% sendo sensivel
ao imipenem e 23,07% a tigeciclina, tertraciclina, ertapenem, piperacilcina e tazobactam e
amicacina (RAHIM; MOHAMED, 2014). Diante da problematica mundial da resisténcia
bacteriana é importante definir os mecanismos moleculares de resisténcia, a fim de melhorar as
abordagens terapéuticas diante das infec¢Ges causadas por bactérias resistentes a maltiplos
antimicrobianos (PEREZ et al., 2019).

A producdo de carbapenemases é um dos principais mecanismos de resisténcia dos
isolados resistentes aos carbapenémicos (DE CAMPOS et al., 2016; SATLIN; WALSH, 2017;
YE etal., 2018). As carbapenemases sdo -lactamases capazes de hidrolisar os carbapenémcios,
incluindo as enzimas das classes A, B e C de Ambler. Para a familia Enterobacteriaceae, a
KPC, uma carbapenemase de classe A, tem sido destacada. As enzimas do tipo KPC podem
hidrolisar quase todos os B-lactdmicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos,
mas podem ser facilmente inibidos pelo &cido clavulénico e pelo tazobactam (BLAIR et al.,
2015; YE et al., 2018).

A deteccdo de KPC em isolados bacterianos no Brasil, tém sido realizda em diversas
regides do Brasil e em diferentes espécies bacterianas, indicando que ocorre uma disseminagdo
desse mecanismo de resisténcia (CABRAL et al., 2015; DE CAMPOS et al., 2016; FLORES et
al., 2016). A difusdo de isolados de K pneumoniae portadores de KPC-2 representa uma ameaca
importante de cuidados de salde, ademais foi observado que diferentes clones de K.
pneumoniae produtores de KPC-2 foram responsaveis por infeccdes graves em pacientes
internados em um hospital brasileiro (TOLENTINO et al., 2018).

A K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos foi responsavel pelo aumento de
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos nos UGltimos vinte anos, esta espécie
compreendeu 71,1% dos isolados de enterobactérias. O aumento da resisténcia aos
carbapenémicos nesta espécie foi estatisticamente significativo em todas as regides e entre
todos os tipos de infec¢do, sendo o maior aumento na América Latina (CASTANHEIRA et al.,
2019). No estudo de Flores et al. (2016), ao analisar amostras de culturas de vigilancia da

unidade de terapia intensiva, a detec¢do do gene blakpc ocorreu em 57% dos isolados de K.
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pneumoaniae. Diante do cendrio atual de resisténcia bacteriana, estudos que avaliem o0s
mecanismos de resiténcia em isolados bacterianos provenientes de culturas de vigilancia, a fim
de que medidas mais eficazes para conter esses patdgenos sejam colocadas em pratica,

buscando evitar a disseminacdo dos genes de resisténcia no ambiente hospitalar.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenga dos genes de resisténcia blakpc e de viruléncia mrkA, mrkD, fimH,
cps e ecpA e a capacidade de isolados clinicos de K. pneumoniae formarem biofilme e a avaliar
a expressdo de genes relacionados a formacao de biofilme e do gene de resisténcia blakpc, bem
como, pesquisar alteracdes ultra-estruturais na formacao de biofilme por isolados produtores de
KPC submetidos & agdo da amicacina e da polimixina B isoladamente e em associacdo com

meropenem.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Confirmar a identificacdo da espécie K. pneumoniae;

e Detectar os genes de viruléncia associados & formagdo de biofilme (cps, mrkA fimH,
mrkD, ecpA) nos isolados de K. pneumoniae portadores ou ndo do gene blakpc;

e Auvaliar a capacidade de formacéao de biofilme pelos isolados de K. pneumoniae;

e Determinar a relacdo clonal dos isolados de K. pneumoniae incluidos neste estudo;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da amicacina e da polimixina B e
do meropenem frente a isolados de K. pneumoniae produtores de KPC e formadores de
biofilme;

e Avaliar a atividade sinérgica in vitro da amicacina e da polimixina B em associa¢cdo com
meropenem frente a isolados de K. pneumoniae produtores de KPC;

e Auvaliar o efeito dos antimicrobianos isolados e em associa¢do na formacéo de biofilme
por isolados de K. pneumoniae produtores de KPC;

e Auvaliar alteracGes ultra-estruturais na formacdo de biofilme por isolados de K.
pneumoniae na presenca dos antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem
separadamente e em associa¢do (amicacina com meropenem e polimixina B com
meropenem);

o Avaliar a expressdo do gene de resisténcia blakpc e dos genes de viruléncia mrkD, fimH,
ecpA e luxS na formagéo de biofilme por isolados de K. pneumoniae na presenca dos
antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem separadamente e em associagdo

(amicacina com meropenem e polimixina B com meropenem).
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4 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

4.1 ISOLADOS BACTERIANOS

Para realizagdo deste estudo foram utilizados 40 isolados de K. pneumoniae MDR
obtidos por demanda espontanea a partir de pacientes internados em dois hospitais publicos da
cidade do Recife/PE, no periodo de 2012 a 2014, através de pesquisa de vigilancia e de casos
de Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS). A identificacdo da espécie bacteriana
e a determinacdo do perfil de susceptibilidade foram realizadas pelo sistema automatizado
VITEK®2 (BioMérieux).

4.2 IDENTIFICACAO DA ESPECIE BACTERIANA (MALDI-TOF)

A confirmacdo da espécie bacteriana de todos os isolados inclusos neste estudo foi
realizada por espectrometria de massa. Fragmentos de coldnias crescidas em meio BHI (Brain
Heart Infusion) e agar foram transferidos diretamente do meio de cultura para os pocos da placa
de aco do equipamento, em duplicata. Posteriormente, adicionou-se 1 pL da solucdo matriz
CHCA 10 mg/mL (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri,
EUA). Foi utilizado 1 pL do calibrante para peptideos de baixo peso molecular (Bruker
Daltonics, Alemanha). Apds secagem, a placa de aco foi introduzida no espectrémetro de
massas (MALDI-TOF, Bruker Daltonics Inc., Alemanha), e as amostras identificadas pelo
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Alemanha).

4.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

A extracdo de DNA total dos isolados foi realizada utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA purification Kit (Promega), segundo instru¢fes do fabricante. As amostras bacterianas
foram crescidas em caldo BHI por 24 horas a 37°C e 1 ml da cultura foi utilizado para realizagédo
da extracdo. O DNA total extraido foi reidratado com 50 pl de solucdo de reidratagdo de DNA
para armazenamento a -20°C. A quantificacdo do DNA extraido dos isolados de K. pneumoniae
foi realizada em equipamento Nanodrop (Thermo Scientific).
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4.4 TIPAGEM MOLECULAR DOS ISOLADOS BACTERIANOS (ERIC-PCR)

Para tipagem molecular dos isolados bacterianos foi empregado o método da ERIC PCR

utilizando os primers, descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados para PCR e ERIC-PCR.

Genes  Primers Sequéncias (5°-3°) Temp.? Referéncias

blakc  KPC-la TGTCACTGTATCGCCGTC 61°C (Yigit et al., 2001)
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC

mrkD mrkD-F CCACCAACTATTCCCTCGAA 61°C (Hennequin et al., 2012)
mrkD-R ATGGAACCCACATCGACATT

mrkA mrkA-F CCATGCAGCTGATACCAATG 58 °C (Ares et al., 2017)
mrkA-R GCAGCCTGGCAGTTAGAGAC

cps cps-F TCCCAATTGTGACCGAAATC 61°C  (Hennequin and Forestier,
cps-R GCTCGCGGCACCAGCTGA 2007)

fimH fimH-F GGTATTGGTGAAGATCGCGT 60 °C Este estudo
fimH-R CCTGCATCAGACCAACAA

ecpA ecpA-F ACCTCGCGTCTTATCACCAA 60 °C (Ares etal., 2017)
ecpA-R CCGCTGATGATGGAGAAAG

NA ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 36 °C (Duan et al., 2009)
ERIC-1 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

@ Temperatura de anelamento dos primers
Fonte: elaborada pelo autor.

As reagdes foram preparadas com volume final de 25 pl, contendo 2,5 mM MgCl, 50
uM de cada ANTP, 0,3 uM de cada primer, 1 pl da amostra de DNA a 100 ng/ul e 1U de Taq

DNA polymerase (Invitrogen). As amplificacfes foram realizadas com ciclos de desnaturacéo

inicial a 95 °C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos, cada ciclo de 1 minuto a 92 °C para

desnaturagdo, 1 minuto a 36°C para anelamento e 8 minutos & 72°C para extensdo (CABRAL

etal., 2012). Para visualizagéo, os produtos de amplificagdo foram submetidos a corrida em gel

de agarose a 1,5% corado com SYBR Safe (Invitrogen) em tampédo TBE 0,5x por 120 minutos,

sob as seguintes condi¢bes 100V, 190 mA, 150W. Como marcador de peso molecular foi

utilizado o 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen). Os amplicons foram visualizados sob luz

ultravioleta em transluminador e fotodocumentados para analise, através da construcdo de um

dendrograma pelo software PAST que apresentou o grau de similaridade genética entre os

isolados.
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4.5 DETECCAO DE GENES E SEQUENCIAMENTO

A presenga dos genes blakpc, fimH, mrkA, mrkD, ecpA e cps foi analisada pela
amplificacdo através da técnica de PCR em todos os isolados de K. pneumoniae deste estudo.
As reacdes foram preparadas utilizando um volume total de 25 ul por tubo, compreendendo:
1ul de DNA genémico a 20 ng/ul, 1 U da enzima Tagq DNA polimerase (Promega), 200 uM do
desoxirribonucleotideo trifosfato (GeHealthcare), 1,5 mM de MgCIl2, 10 pmol dos primers,
além de 2,5 pl de tampéo (10x). As amplificacdes foram realizadas em termociclador (Genepro,
Bioer), utilizando a seguinte ciclagem: 5 minutos a 96°C para desnaturagéo inicial, seguido de
35 ciclos, cada ciclo de 1 minuto a 96°C para desnaturacdo, 1 minuto para anelamento dos
iniciadores a temperatura especifica para cada par de primer, seguido de 1 minuto a 72°C para
extensdo. Apos os 35 ciclos, foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a
72°C. Os primers utilizados estéo listados na tabela 1.

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corados com
SYBR Safe (Invitrogen), visualizados e fotografados em transluminador. Como marcador de
peso molecular foi utilizado o 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen). Para confirmacdo da
identidade dos genes encontrados, alguns amplicons foram sequenciados. Para sequenciamento,
os amplicons foram purificados utilizando o kit ExoSAP-IT®, conforme instrucdes do
fabricante, onde 5 pl do produto da PCR foi misturado a 2 pl da enzima EXoSAP-IT e incubadas
em termociclador a 37°C por 15 minutos e a 80 °C por mais 15 minutos. O sequenciamento dos
produtos de PCR foi realizado com amostras de DNA fita dupla, através do método de
terminagdo de cadeia de desoxirribonucleotideo, pelo método de Sanger (SANGER,;
NICKLEN; COULSON, 1992) no Nucleo de Plataformas Tecnol6gicas 1 (NPT-1) do Instituto
de Pesquisas Aggeu Magalhdes/[FIOCRUZ-PE. A andlise das sequéncias de DNA e o
alinhamento maultiplo foi realizado utilizando o programa DNAbaser. As sequéncias geradas
apos alinhamento foram analisadas com o auxilio do BLAST no National Center for
Biotechnology Information website (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e depositadas no
banco de dados do NCBI (GenBank).

4.6 FORMACAO E QUANTIFICACAO DE BIOFILME

A triagem dos isolados capazes de formar biofilme foi realizada usando o método de
formacdo de biofilme em microplaca com cristal violeta, através da capacidade das células

aderirem a base da placa de 96 pocos de poliestireno, conforme descrito anteriormente


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

o1

(STEPANOVIC et al., 2007; ANBAZHAGAN et al., 2012). Os ensaios foram realizados em
microplacas de 96 pocos de poliestireno (COSTAR 3599), com adicdo de 140 pL de caldo BHI,
20 pL de agua destilada estéril e 40 pLde indculo bacteriano ajustado e padronizado para todos
os isolados a uma concentracéo de 108 UFC/mL, definido em espectrofotdmetro a 600 nm, com
densidade Optica (DO) entre 0.145-0.165. A placa foi incubada sem agitagdo a 37°C durante 24
horas. Apds incubacéo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido, os pogos foram lavados
trés vezes com 200 pL salina estéril (0.85% NaCl) e a placa contendo as células aderidas foi
colocada em estufa a 60 °C por uma hora.

Os pogos foram corados com 200 uL de cristal violeta 0.4% a temperatura ambiente
durante 15 minutos, o corante foi entdo removido e 0s pogos lavados trés vezes com agua
corrente e secos a temperatura ambiente antes da adicao de 200 pL de etanol para solubilizar o
cristal violeta por 30 minutos. Em seguida, realizou-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (BioRad, modelo 550), em comprimento de onda de 570 nm. Para cada
isolado, o ensaio foi realizado em pogos em quadruplicata e em trés ensaios independentes. Os
pocos contendo apenas o meio de cultura foi utilizado como controle (DOc). A analise dos
isolados quanto a capacidade de formacdo de biofilme foi avaliada, conforme classificacdo
anterior (STEPANOVIC et al., 2000), onde: DO < DOc = nao formador de biofilme, DOc <DO
< 2x DOc = fraco formador de biofilme, 2x DOc <DO < 4x DOc = moderado formador de
biofilme e 4x DOc < DO = forte formador de biofilme.

47 SELECAO DOS ISOLADOS PARA DETERMINAR A CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM) E AVALIAR ATIVIDADE SINERGICA

Foram selecionados 10 isolados (K07, K94, K151, K483, K614, K652, K784, K870,
K952, K1026) que apresentaram baixa similaridade genética entre os portadores do gene blakrc
e formadores de biofilme para avaliar a atividade sinérgica das associa¢cdes: meropenem com

amicacina e meropenem com polimixina B.

4.8 DETERMINACAO DA CIM

A CIM dos isolados bacterianos foi determinada frente aos antimicrobianos amicacina,
polimixina B e meropenem através da técnica de macrodiluicio em Caldo Mueller Hinton
(CMH), o inéculo bacteriano foi comparado e ajustado a escala 0,5 de McFarland,

correspondente a 1,5 x 108 UFC/ml, segundo as normas e critérios interpretativos do CLSI
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(2017). As cepas de referéncia de K. pneumoniae ATCC 700603 e de E. coli ATCC 25922
foram utilizadas como controle de qualidade para a eficicia dos antimicrobianos.

4.9 ENSAIO DE CHECKERBOARD

Para avaliar o efeito sinérgico do antimicrobiano meropenem com a amicacina e com a
polimixina B frente aos isolados de K. pneumoniae foi realizada a técnica de microdiluicéo
modificada para o ensaio Checkerboard. Na microplaca de 96 pogos em que o teste foi realizado
foi colocado em todos os pogos 100 pL de CMH, exceto na primeira coluna onde foi adicionado
200 pL solucéo de antimicrobiano A na concentragdo 2x CIM, a partir dessa primeira coluna
foi realizada uma diluicéo seriada até a coluna oito. Em outra placa, foi realizada uma diluicéo
seriada com a droga B. Entdo, 70 uL da droga B nas diferentes concentrac6es foram adicionados
aos 100 pL da droga A em diferentes concentracbes que estavam na placa do teste e
acrescentado 30 pL de indculo bacteriano ajustado a escala 0,5 de McFarland, correspondente
a 1,5 x 108 UFC/ml. Na pentltima coluna (n° 11) foi realizado o controle de crescimento
bacteriano e na ultima coluna (n° 12) controle negativo do CMH. As microplacas foram
incubadas por 24 horas a 37°C e apds esse periodo foi realizada a leitura visual do crescimento
bacteriano.

A interpretacdo das interac@es foi realizada através do calculo indice da Concentrago
Inibitéria Fracionada (FICI) pela seguinte equacdo FICI = FICA (CIM da associagdo droga A
e droga B/CIM da droga A) + FICB (CIM da associacdo droga A e droga B /CIM Da droga B).
Valores do FICI < 0,5 foram interpretados como um efeito sinérgico; 0,5 < FICI < 1 um efeito
aditivo, uma interacdo indiferente quando os valores do FICI foram < 1 e um efeito antagonico
quando FICI foi maior que 2 (KUMAR et al., 2012).

4.10 SELECAO DOS ISOLADOS PARA AVALIAR O EFEITO DE ANTIMICROBIANOS
NA FORMACAO DE BIOFILME E NA EXPRESSAO DE GENES

Foram selecionados 3 isolados (K07, K94, K870), esses isolados eram resistentes ao
meropenem, foram capazes de formar biofilme e ambas as associagbes de antimicrobianos

testadas frente a eles apresentaram um efeito sinérgico.
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4.11 EFEITO DOS ANTIMICROBIANOS NA FORMACAO DE BIOFILME

Foi avaliada a formacdo de biofilme na presenca de antimicrobianos de acordo com
concentracgdes sinéergicas estabelecidas pela técnica de checkerboard. Os trés isolados K07, K94
e K870 foram selecionados para avaliar o efeito de 1/2, 1/4 e 1/8 das concentragdes sinérgicas
encontradas para cada um dos trés isolados bacterianos, que ambas as concentragcdes de
antimicrobianos apresentaram um efeito sinérgico total. Foi utilizada a metodologia da
quantificacdo da formacdo de biofilme em microplacas de 96 pogos descrita por Stepanovic et
al. (2000) com modificagdes. No CMH contendo os antimicrobianos sozinhos e em associagdo
nas diferentes concentracOes testadas foi adicionado cada isolado (K07, K94 e K870). Os
grupos controles foram compostos apenas por cada isolado sem a presenca dos antimicrobianos.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata bioldgica e triplicada técnica. Para
analise de significancia foi aplicado o método ANOVA e as diferengas estatisticas foram
determinadas pelo teste de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (Graphpad,

Califérnia, EUA), quando um valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significante.

4.12 EXTRACAO DE RNA E EXPRESSAO SE DE GENES blakpc, mrkD, fimH, ecpA e luxS

Os trés isolados de K. pneumoniae foram submetidos a formagéo de biofilme por 24 h
na presenca de antimicrobianos isoladamente e em associacdo na 1/2 das concentracdes
referentes ao CIM dos antimicrobianos em combinacao, ou seja, 1/2 da concentracdo sinérgica
para cada isolado. Foi incluido um controle de cada isolado nas mesmas condigdes sem a
presenca do antibidtico. Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA para posterior producdo
do cDNA. A extracdo do RNA total, foi realizada segundo protocolo descrito por Sambrook et
al. (2001) com modificacgdes.

Ao RNA extraido do biofilme foi adicionado o etanol, seguido de centrifugacdo, o
sobrenadante descartado e 0 RNA aderido na parede do microtubo ressuspenso em H.O DEPC.
Posteriormente, foi realizada a purificagdo com DNAse (Sigma Alderich) segundo normas do
fabricante. O RNA tratado com DNAse foi quantificado em NanoDrop e a pureza e integridade
conferida em gel desnaturante de agarose 1%. A partir do RNA obtido foi realizada a sintese
do cDNA para utilizacdo nos ensaios. Para a producdo do cDNA, utilizou-se Random Primers
(Promega) e a enzima M-MLV RT (transcriptase reversa) (Promega), segundo instrucdes do
fabricante. A determinacdo da expressdo dos genes blakec, mrkD, fimH, ecpA e luxS foi

realizada através de RT-PCR qualitativa, utilizando os primers descritos na tabela 2. As
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imagens foram fotodocumentadas e analisadas apds corrida em gel de agarose 1.5% em
SyberSafe (Invitrogen). Para anélise da expressdo, os isolados foram comparados com seus

respectivos controles sem submissao aos antimicrobianos.

Tabela 2 - Sequéncia de primers utilizados nas reacdes de RT-PCR para detec¢cdo dos genes
blakpc, fimH, mrkD, luxS, ecpA nos isolados de K. pneumoniae estudados.

Genes Sequéncia de primers (5°— 3°) Amplicons Referéncias
(pb)
luxS GGAACGCGGTATCCACAC 226 (De Araujo et al., 2010)
TGAGCTCCGGGATCTGGT
mrkD  CCACCAACTATTCCCTCGAA 226 (Hennequin et al., 2012)
ATGGAACCCACATCGACATT
fimH GGTATTGGTGAAGATCGCGT 248 (Este estudo)
CCTGCATCAGACCAACAAC
blakrc  GGCAGTCGGAGACAAAACC 177 (Chenetal., 2011)
CCCTCGAGCGCGAGTCTA
ecpA ACCTCGCGTCTTATCACCAA 192 (Ares et al., 2016)
CCGCTGATGATGGAGAAAG

Fonte: elaborada pelo autor.

4.13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A andlise da formagcédo de biofilme nos 3 isolados de K. pneumoniae (K07, K94, K870)
em superficie de catéteres na presenca de antimicrobianos isoladamente e em associa¢éo na 1/2
da concentracdo sinérgica foi realizada através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
Apdbs 24h de crescimento bacteriano os catéteres foram lavados em tampdo fosfato 0,1M, pH,
7,4 para posterior fixacdo em tampéo fosfato 0,1M e glutaraldeido a 2,5%. A pos-fixacao foi
realizada em tetroxido de 6smio a 1% em tampéo fosfato 0,1M por 90 minutos. Em seguida
foram realizadas trés lavagens em tampdo fosfato 0,1M para posterior desidratacdo, utilizando
uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes de 100% por 10 minutos cada
etapa. Apos a desidratacéo foi realizado o ponto critico para a substituicdo do etanol por dioxido
de carbono, obtendo-se a secagem do material para montagem do material em stubs metalicos

utilizando uma fita dupla face de carbono. Em seguida, foi realizada a metalizagdo cobrindo o
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material por uma fina camada de ouro, para visualizacdo da formacdo do biofilme no

microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-5600 LV.
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1 - Submetido a Revista Acta Tropica

Identificacdo da formacéao de biofilme e genes de viruléncia em isolados clinicos de
Klebsiella pneumoniae portadores e ndo portadores do gene blakec em Pernambuco,
Brasil

Introducéo

As infeccOes causadas por isolados de K. pneumoniae, frequentemente, apresentam
perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos, sendo o principal mecanismo de resisténcia
dessa espécie a producdo de B-lactamases, enzimas que inativam os B-lactdmicos (Sbrana et al.,
2013; Cheikh et al., 2017) . Dentre as B-lactamases, a do tipo Carbapenemase Klebsiella
pneumoniae (KPC) se destaca por conferir resisténcia as Gltimas opcBes de tratamento
utilizando os B-lactamicos, representando grande desafio para o sucesso terapéutico dessas
infeccdes (Barnes et al., 2017).

A patogenicidade de isolados de K. pneumoniae pode ser aumentada devido a presenca
diferentes fatores de viruléncia. Dentre estes, incluem-se a producédo de capsula polissacaridica
que confere protecdo frente o sistema imune do paciente e a producdo de fimbrias do tipo 1 e
3, as quais podem facilitar a aderéncia bacteriana as superficies de tecidos especificos e as
superficies abidticas como cateteres, contribuindo para a formacdo de biofilme (Hennequin et
al., 2012; Stahlhut et al., 2012; Madsen et al., 2016; Vuotto et al., 2017).

Biofilmes, forma de vida diferente das bactérias planctonicas, sdo comunidades
complexas multicelurares embebidas em uma matriz composta por polissacarideos, proteinas e
acidos nucléicos. As infec¢bes causadas por biofilmes sdo mais dificeis de tratar pois a difusdo
dos agentes antimicrobianos pode ser prejudicada, além disso, a proximidade das células
favorece a comunicag&o celular e a transferéncia horizontal de genes (El Fertas-Aissani et al.,
2013; Kostakioti et al., 2013; Hall and Mah, 2017). Dessa forma, a formac&o de biofilme pode
dificultar ainda mais o tratamento de infec¢Ges causadas por bactérias multidroga-resistentes
(MDR), pois os biofilmes microbianos podem ser 10-1000 vezes mais resistentes que as
bactérias planctonicas e tém sido associados a uma variedade de infecgbes persistentes que
respondem fracamente a terapia com antimicrobianos convencionais (Burmglle et al., 2008;
Lebeaux et al., 2014; Delcaru et al., 2017; Di Domenico et al., 2017; Arciola et al., 2018).

A taxa de mortalidade por bactérias produtoras de KPC é superior a 40%, inclusive no

Brasil ( Tzouvelekis et al., 2014; Tumbarello et al., 2015; Ramos-castafieda et al., 2018), uma



57

alta correlagdo entre a producdo de biofilme e resisténcia fenotipica a maltiplas drogas foi
estabelecida, onde 80% das cepas produtoras de biofilme eram MDR (Subramanian et al.,
2015). A maioria dos isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc é também formador
de biofilme o que pode aumentar o desafio terapéutico (Diago-Navarro et al., 2014; Naparstek
et al., 2014; Aradjo et al., 2018).

A presenca do biofilme em dispositivos invasivos faz com que esses dispositivos sejam
substituidos devido a infeccdo, aumentando o0s custos para o0 tratamento dos pacientes
acometidos por essas infec¢bes ja que o biofilme pode ser um empecilho para acdo dos
antimicrobianos e do sistema imunoldgico do paciente, além de ser responsavel por disseminar
resisténcia naquele ambiente (Piperaki et al., 2017). Devido as complicacdes e dificuldades
terapéuticas relacionadas a producdo de biofilme por isolados de clinicos de K. pneumoniae,
este estudo teve o objetivo de determinar a capacidade de formacao de biofilme e a presenca de
genes de viruléncia relacionados ao biofilme em isolados de K. pneumoniae portadores e ndo

portadores do gene blaxpc.

Materiais e métodos

Obtencéao dos Isolados bacterianos

Foram analisados 40 isolados clinicos de K. pneumoniae. Os isolados bacterianos foram
obtidos por demanda espontanea a partir de pacientes internados em dois hospitais publicos da
cidade do Recife/PE, no periodo de 2012 a 2014, atraves de pesquisa de vigilancia e de casos
de InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS). Os isolados bacterianos foram
mantidos em estoque congelado a -20 °C no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do
Departamento de Parasitologia/lAM-FIOCRUZ. N&o foi necessario o parecer do Comité de
Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, pois os isolados utilizados no presente estudo
foram obtidos de ambiente hospitalar por demanda espontanea de IRAS diretamente do
laboratério de microbiologia, dos hospitais fontes, sem nenhum contato com os pacientes ou

prontuérios medicos.

Identificacéo e perfil de susceptibilidade dos Isolados bacterianos

A identificacdo bioguimica e o perfil de susceptibilidade de todos os isolados foram
realizados em sistema automatizado VITEK® 2 (BioMérieux). Para a confirmacao da espécie
bacteriana incluidas neste estudo foi realizada a espectrometria de massa (MALDI-TOF). Para
as analises, os isolados foram reativados em caldo BHI, incubados por 24 h a 37 °C e

posteriormente semeados em agar nas mesmas condicdes de incubacdo. Fragmentos das
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colbnias foram transferidos diretamente do meio de cultura para os pocos da placa de aco, em
duplicata. Posteriormente, adicionou-se 1 pL da solugéo matriz CHCA 10 mg/mL (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid) (Sigma Aldrich, St. Loius, Missouri, EUA). Foi utilizado 1 pL do
calibrante para peptideos de baixo peso molecular (Bruker Daltonics, Alemanha). Apds
secagem, a placa de aco foi introduzida no espectrometro de massa (MALDI-TOF, Bruker
Daltonics Inc., Alemanha), e as amostras identificadas através do MALDI Biotyper (Bruker

Daltonics, Alemanha).

Extracéo e quantificagdo de DNA

A extracdo de DNA total dos isolados foi realizado utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA purification Kit (Promega), segundo instrucdes do fabricante. O DNA total extraido foi
reidratado com 50 uL de solucdo de reidratacdo de DNA para posterior armazenamento a - 20
°C. A quantificacdo do DNA dos isolados de K. pneumoniae foi realizada em equipamento
Nanodrop (Thermo Scientific) e posteriormente diluido a 20 ng/mL para as reagdes de PCR.

Tipagem molecular dos isolados bacterianos

Para tipagem molecular dos isolados bacterianos foi empregado a técnica do ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR), utilizando os primers descritos na
tabela 1. As reagdes foram preparadas com volume final de 25 pL contendo 2.5 mM MgCl», 50
puM de cada ANTP, 0.3 uM de cada primer, 5 pL da amostra de DNA a 20 ng/uL e 1.5 U Taq
DNA polymerase (Promega). As amplificacbes foram realizadas com ciclos de desnaturacédo
inicial a 95 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos, consistindo em cada ciclo de 1 min a 92 °C para
desnaturacdo, 1 min a 36 °C para anelamento e 8 min a 72 °C para extensdo (Cabral et al.,
2012). Os amplicons foram corados com SyberSafe (Invitrogen) e submetidos a corrida em gel
de agarose a 1.5% em tampédo TBE 0,5x por 120 minutos, sob as seguintes condi¢6es 100 V,
190 mA, 150 W. Os amplicons foram analisados através da construcdo de um dendrograma
pelo software PAST que apresentou o grau de similaridade genética entre os isolados.
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Tabela 1 - Primers utilizados para PCR e ERIC-PCR. @ Temperatura de anelamento dos primers.

Genes Primers Sequéncias (5°-3”) Temp.? Referéncias

blakec KPC-1a TGTCACTGTATCGCCGTC 61°C (Yigitetal.,
KPC-1b CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 2001)

mrkD  mrkD-F CCACCAACTATTCCCTCGAA 61°C (Hennequin et
mrkD-R ATGGAACCCACATCGACATT al., 2012)

mrkA  mrkA-F CCATGCAGCTGATACCAATG 58 °C (Aresetal.,
mrkA-R GCAGCCTGGCAGTTAGAGAC 2017)

cps cps-F TCCCAATTGTGACCGAAATC 61°C  (Hennequin and
cps-R GCTCGCGGCACCAGCTGA Forestier, 2007)

fimH  fimH-F GGTATTGGTGAAGATCGCGT 60 °C Este estudo
fimH-R CCTGCATCAGACCAACAA

ecpA  ecpA-F ACCTCGCGTCTTATCACCAA 60 °C (Ares et al.,

2017)

ecpA-R CCGCTGATGATGGAGAAAG
NA ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 36°C (Duan et al.,
ERIC-1 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 2009)

Fonte: elaborada pelo autor.

Condicdes de PCR para deteccdo de genes de viruléncia fimH, mrkA, mrkD, ecpA
e cps e gene de resisténcia blaxec

Para a deteccd@o dos genes de resisténcia e viruléncia foi realizada a amplificacéo através
da técnica de PCR, usando os primers descritos na Tabela 1. As reacdes foram preparadas
utilizando um volume total de 25 pL por tubo, compreendendo: 1 pL de DNA gendmico a 20
ng/pL, 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 200 uM do desoxirribonucleotideo
trifosfato (GeHealthcare), 1.5 mM de MgCl., 10 pmol dos primers, além de 2.5 pL de tampéo
(10x). As amplificacdes foram realizadas em termociclador (Genepro, Bioer). Ciclagem de 5
min a 96 °C para desnaturacdo inicial, seguido de 35 ciclos, consistindo em cada ciclo de 1 min
a 96 °C para desnaturacdo, 1 min para anelamento dos primers, seguido de 1 min a 72 °C para
extensdo. Apos os 35 ciclos, foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 min a 72 °C.

Sequenciamento de DNA

Para confirmacdo da identidade dos genes fimH, mrkA, mrkD, cps, ecpA e blakpc 0s
amplicons foram sequenciados. Para o sequenciamento, os amplicons foram purificados
utilizando o kit ExoSAP-IT® (Promega) conforme instrucfes do fabricante. O sequenciamento

dos produtos de PCR foi realizado através do método de terminacdo de cadeia de
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desoxirribonucleotideo (Sanger; Nicklen; Coulson, 1977). A analise das sequéncias de DNA e
o alinhamento multiplo foi realizado utilizando o programa DNAbaser. As sequéncias geradas
apos alinhamento foram analisadas com o auxilio do BLAST no National Center for
Biotechnology Information website (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e depositadas no
banco de dados do NCBI (GenBank).

Formacéo de biofilme

A deteccdo e quantificacdo do biofilme formado pelos isolados bacterianos foi realizada
pelo método fenotipico em microplaca com modificagdes (Anbazhagan et al., 2012; Stepanovic
et al., 2000). Os ensaios foram realizados em microplacas de poliestireno com 96 pocos
(CORNING®), com adic&o de 140 pL de caldo BHI, 20 pL de agua destilada estéril e 40 L de
indculo bacteriano ajustado e padronizado para todos os isolados a uma concentragdo de 108
UFC/mL, definido em espectrofotdmetro a 600 nm. Posteriormente, as placas foram incubadas
a 37 °C por 24 h. Ap6s incubacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido, os pocos foram
lavados trés vezes com 200 pL salina estéril (0.85% NaCl) e a placa contendo as células
aderidas foi colocada em estufa a 60 °C por uma hora. Os pog¢os foram corados com 200 pL de
cristal violeta 0.4% a temperatura ambiente durante 15 min, o corante foi entdo removido e 0s
pocos lavados trés vezes com agua corrente e secos a temperatura ambiente antes da adi¢do de
200 pL de etanol para solubilizar o cristal violeta por 30 min. Em seguida, realizou-se a leitura
da absorbancia em espectrofotémetro (BioRad), em comprimento de onda de 570 nm. Para cada
isolado, o ensaio foi realizado em quadruplicata técnica e triplicata bioldgica. Os pocos
contendo apenas 0 meio foi utilizado como controle (DOc). A anélise dos isolados quanto a
capacidade de formar biofilme foi avaliada, conforme classifica¢do anterior (Stepanovic et al.,
2000), onde: DO < DOc = nao formador de biofilme, DOc <DO < 2x DOc¢ = fraco formador de
biofilme, 2x DOc <DO < 4x DOc¢ = moderado formador de biofilme e 4x DOc < DO = forte
formador de biofilme.

Resultados

Identificacéo e perfil de susceptibilidade dos Isolados bacterianos

Todos os 40 isolados identificados pelo VITEK foram confirmados no MALDI-TOF
qguanto a espécie K. pneumoniae. Na andlise do perfil de susceptibilidade dos isolados
bacterianos foi observado que dentre os isolados KPC positivos apenas um (n=1/5.5%) néo
apresentou resisténcia ao meropenem, todos (n=18/100%) apresentaram resisténcia as

cefalosporinas de 3% geracdo, oito (n=8/44.4%) foram resistentes a gentamicina, trés
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(n=3/16.6%) apresentaram resisténcia a amicacina e dois (n=2/11.1%) apresentaram resisténcia
a tigeciclina, um (n=1/5.5%) apresentou resisténcia a colistina e todos foram sensiveis a
polimixina B.

Ja os isolados ndo produtores de KPC foi verificado que todos apresentaram fendtipo
ESBL, com resisténcia as cefalosporinas de 32 geragéo, 15 (n=15/68.2%) isolados apresentaram
resisténcia a gentamicina, dois (n=2/9.1%) apresentaram resisténcia a amicacina, trés
(n=3/13.6%) apresentaram resisténcia intermediaria a tigeciclina e cinco (n=5/22.7%) isolados
apresentaram resisténcia aos carbapenemicos apesar de ndao serem portadores do gene blakec,

todos foram sensiveis a colistina e polimixina B.

Tipagem molecular dos isolados bacterianos

Na andlise através da técnica de ERIC-PCR foi possivel detectar a presenca de 3 clones
(perfil clonal fortemente semelhantes) K151 e K234 — P37, K265 e K286 — P34, K584 e K635
— P19, houve uma similaridade genética de 92% entre os isolados K02 e K398, 88% entre 0s
isolados K02, K398 e K523, 82% entre os isolados K439 e K567. Ja os grupos dos isolados
K96, K584 e K635; K113 e K383 apresentaram similaridade superior a 70%.

Dentre os isolados classificados como clones: os isolados K151 e K234 pertenciam,
respectivamente, aos hospitais B e A. Os outros dois clones identificados foram provenientes
do mesmo hospital (Fig. 1)

Figura 1. Dendograma da similaridade genética dos 40 isolados de Klebsiella pneumoniae

gerado pelo software PAST.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Detecc¢édo do gene de resisténcia blakpc e dos genes de viruléncia fimH, mrkA, mrkD,
ecpA e cps

Dos 40 isolados estudados quanto a presenca dos genes, 18 possuem o gene blakec,
enquanto 22 isolados ndo possuem. Através do sequenciamento os isolados portadores de KPC
foram classificados como KPC tipo 2 (blakpc-2).

Dentre os 18 isolados portadores do gene blaxec> todos apresentaram os genes de
viruléncia cps, fimH, mrkA, mrkD e ecpA com excec¢do do isolado K584 que apresentou 0S
genes cps, mrkA e ecpA (Tab. 2). Dentre os 22 isolados ndo portadores do gene blakpc-2 todos
apresentaram apenas o gene de viruléncia mrkA, 21 isolados apresentaram o gene cps e 19 o
gene fimH, enquanto os genes mrkD e ecpA, foram detectados em 18 e 20 isolados
respectivamente (Tab. 3).

Para o sequenciamento dos produtos de PCR dos genes de viruléncia fimH, mrkA, mrkD,
ecpA e cps, o isolado K151 foi selecionado por representar o maior grupo clonal e abrigar o

gene blakpc-2 € todos 0s cinco genes de viruléncia investigados.

Formacéo de biofilme

Pelo método fenotipico em microplaca dos 40 isolados analisados, 38 foram capazes de
produzir biofilme, sendo 18 portadores e 20 ndo portadores do gene blakpc-2.

Dentre os isolados blakpc-2 positivos 12 (66,7%) foram fortes, cinco (27,8%) moderados
e um (5,5%) fraco formador de biofilme (Tab. 2).

Os 12 isolados portadores do gene blakpc2 positivos fortes e os cinco moderados
formadores de biofilme apresentaram os genes de viruléncia cps, fimH, mrkA, mrkD e ecpA. O
Unico isolado fraco formador de biofilme (K584) ndo apresentou os genes fimH e mrkD,
apresentando os demais genes.

Analisando os 22 isolados blakec> negativos 19 (86,4%) foram fortes, nenhum
moderado, um (4,5%) fraco formador de biofilme e dois isolados ndo formaram biofilme (Tab.
3). Dos 19 isolados blakpc-2 negativos fortes formadores de biofilme, 12 apresentaram todos 0s
genes de viruléncia investigados, 0s sete restantes apresentaram o gene mrkA e diferem quanto
a presenca dos demais genes. O Unico isolado fraco formador de biofilme foi 0 K111 s6 ndo
apresentou o gene fimH. Dois isolados ndo formadores de biofilme, 0 K647 e K382
apresentaram 0s genes de viruléncia cps, fimH, mrkA, mrkD e ecpA e cps, mrkA e ecpA,

respectivamente.
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Tabela 2 - Caracterizacdo dos Isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakec.
Formacdo Biofilme: 12 isolados forte, 05 isolados moderado e 01 isolado fraco.

Isolados  Hospital Fonte Genes de viruléncia detectados ERIC-PCR DO Biofilme
K02 B Liquido peridural  cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P10 0.310 Moderado
K07 B Sangue cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P29 0.870 Forte
K94 A Hemocultura cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P05 0.895 Forte
K151 A Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P37 0.688  Moderado
K230 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P33 0.914 Forte
K265 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P34 1.012 Forte
K286 B STB cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P34 1.040 Forte
K398 B Liquido cavitario  cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P09 1.054 Forte
K483 A Swab nasal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P14 0.780 Forte
K584 B Ponta de cateter  cps, mrkA, ecpA P19 0.287 Fraco
K614 A Swab retal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P35 0.648 Moderado
K635 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P19 1.078 Forte
K652 A Swab retal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P36 0.830 Forte
K784 A Swab retal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P03 0.588 Moderado
K786 A Aspiracao hepética cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P17 0.618 Moderado
K870 A Swab retal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P02 0.868 Forte
K952 A Swab nasal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P20 1.034 Forte
K1026 A Liquor cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P06 0.800 Forte

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 3 - Caracterizacdo dos isolados de K. pneumoniae ndo portadores do gene blakec.
Formacdo Biofilme: 19 isolados forte, 01 isolado fraco, 2 isolados ndo formaram biofilme

(NF).

Isolado Hospital Fonte Genes de viruléncia ERIC-PCR DO  Biofilme

detectados
K55 B Urina fimH, mrkD, mrkA, ecpA P15 1.171 Forte
K79 A Tecido cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P32 0.914 Forte
K96 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P18 1.061 Forte
K98 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P16 1.064 Forte
K111 A Liquido peritoneal cps, mrkD, mrkA, ecpA P08 0.310 Fraco
K113 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P22 0.890 Forte
K173 B Urina cps, fimH, mrkA, ecpA P21 1.071 Forte
K206 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P30 0.922 Forte
K234 B Urina cps, mrkA, ecpA P37 1.083 Forte
K242 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA PO7 1.081 Forte
K322 B Urina fimH, mrkD, mrkA, ecpA P24 1.004 Forte
K333 B Ulcera sacral cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P26 1.170 Forte
K382 B Urina cps, mrkA, ecpA P27 NF NF
K383 B Urina cps, fimH, mrkA, ecpA P23 1.189 Forte
K400 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P01 0.922 Forte
K439 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA P11 1.148 Forte
K475 A Secrecdo traqueal  cps, fimH, mrkD, mrkA P31 1.052 Forte
K523 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P11 0.956 Forte
K550 A Swab nasal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P04 1.136 Forte
K567 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P13 1.033 Forte
K647 B Urina cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P25 NF NF
K842 A Swab nasal cps, fimH, mrkD, mrkA, ecpA P28 1.178 Forte

Fonte: elaborada pelo autor.
Discussao

A técnica MALDI-TOF permite a identificacdo taxonémica de microrganismos por

avaliar as impressdes digitais de proteinas ribossdmicas de cada microrganismo, possibilitando

a identificagdo ao nivel de espécie mais precisa que sistemas automatizados como VITEK

(Murray, 2012; Rahi et al., 2016; Marin et al., 2017). Todos 0s nossos isolados tiveram a espécie
confirmada pelo MALDI-TOF.

Todos os isolados de K. pneumoniae neste estudo apresentaram resisténcia a multiplos

antimicrobianos, a maioria dos isolados foi resistente aos beta-lactdmicos, inclusive as

cefalosporinas de terceira geracdo. A K. pneumoniae é um dos principais patdgenos

oportunistas, e esta relacionada a elevados indices de mortalidade e morbidade (Peleg e Hooper,
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2010). Este evento deve-se a alta capacidade que esta espécie bacteriana apresenta em
desenvolver mecanismos variados de multirresisténcia aos antimicrobianos utilizados na prética
clinica, como observado no presente estudo e que corrobora com estudos anteriores de Fair;
Tor (2014), Flores et al. (2016) e Souza et al. (2017) que também descreveram perfis variados
de multirresisténcia em isolados que K. pneumoniae em diferentes localidades. O perfil de
multirresisténcia em isolados bacterianos de K. pneumoniae esta relacionado a circulagéo de
genes de resisténcia em ambientes relacionados em assisténcia a saude.

Dentre os isolados KPC positivos apenas o isolado K286 foi resistente a colistina e a
tigeciclina e um isolado, 0 K265, com resisténcia intermediaria a tigeciclina, ambos clones, mas
com o fendtipo de resisténcia diferente. Dos isolados KPC negativos nenhum apresentou
resisténcia a colistina e trés apresentaram resisténcia intermediaria a tigeciclina. A resisténcia
a colistina e tigeciclina ndo € comum entre os isolados de K. pneumoniae sendo essas opcoes
de tratamento frente a isolados produtores de KPC, entretanto nos Gltimos anos tem sido
observado um aumento da resisténcia a essas drogas, devido ao aumento do uso desses
antimicrobianos para tratar infec¢es causadas por patdgenos multidroga-resistentes (Beirdo et
al., 2011; Nordmann et al., 2011; Fehlberg et al., 2012; Monaco et al., 2014; Benincasa et al.,
2016).

Trabalhos anteriores, relataram a resisténcia de K. pneumoniae frente a esses dois
antimicrobianos (Veleba e Schneiders, 2012; Oliva et al., 2015; Cibele et al., 2016; Singh e
Gupta, 2016) . Por outro lado, estudos relatam sensibilidade de isolados de K. pneumoniae 0s
antimicrobianos aminoglicosideos. Soares et al. (2012), observaram que isolados de K.
pneumoniae produtores de KPC apresentaram 100% de sensibilidade a gentamicina e 62,5% de
sensibilidade a amicacina. Seibert et al. (2014) demonstraram que 0s aminoglicosideos
apresentaram maior acao sobre isolados de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos,
onde a amicacina apresentou eficiéncia de 91,5%, seguida da gentamicina com 57,4%. Estes
dados também foram observados no presente estudo onde verificou-se valores de 83,3% e
55,5% de sensibilidade para amicacina e gentamicina, respectivamente. Dessa forma, a classe
dos aminoglicosideos, juntamente com a tigeciclina e as polimixinas continuam sendo uma boa
alternativa para microrganismos resistentes aos carbapenémicos. Entretanto, vale ressaltar que
a gentamicina, amicacina e a tigeciclina ndo tém acéo satisfatoria em infeccbes sistémicas
graves, sendo indicada a associagdo com um ou mais antimicrobianos (Seibert et al., 2014).

De acordo com a Nota técnica 01 2013 da ANVISA, a terapia empirica adequada para
infeccbes por enterobactérias multidroga-resistentes € a administracdo de polimixina B ou

polimixina E (colistina), em associagio com um ou mais antimicrobiano, como
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aminoglicosideos, carbapenémicos e tigeciclina, evitando-se a monoterapia, devido ao risco de
desenvolvimento de resisténcia.

Em relacdo a tipagem molecular, nossos resultados demonstraram a presenca de clones
entre os isolados, entretanto a maioria dos isolados teve uma similaridade genética menor que
70%. Um estudo de Flores et al. (2016) no Rio de Janeiro, Brasil, também foi verificado uma
diversidade epidemioldgica entre isolados de K. pneumoniae. J& nos estudos de Cabral et al.
(2012) e Melo et al. (2014) realizados em Recife-PE, Brasil, também revelaram grande
diversidade entre isolados de K. pneumoniae, apresentando similaridades de até 60% em 18
isolados analisados de onde detalhar mais

No presente estudo, trés perfis de ERIC-PCR agruparam mais de um isolado bacteriano
com relacdo clonal acima de 96% de similaridade, em que as cepas do grupo P19, P34 e P37
apresentaram diferentes perfis de resisténcia, confirmando assim o estudo Cabral et al. (2012),
que encontraram padrdes idénticos de ERIC-PCR com diferentes perfis de susceptibilidade.

No estudo de Cabral et al. (2012) foi observado 6 isolados com mesmo padrdo de um
mesmo hospital, indicando a disseminacdo num mesmo hospital. No nosso estudo, além dos
dos grupos P19 e P34 que agrupavam isolados do mesmo hospital, observamos os isolados
K151 e K234 que apresentaram 0 mesmo padrdo P37 mas pertenciam a hospitais diferentes,
indicando a disseminacdo clonal. Além disso, foi observado por Cabral et al. (2012) que
isolados do mesmo grupo apresentavam perfis de suceptibilidade distintos e ndo apresentavam
0s mesmos genes de resisténcia, corroborando com 0s nossos resultados, ja que os isolados
K151 e K234 foram considerados clones, mas apenas um deles aparesentaram o gene blakpc-2.

No presente estudo, todos os isolados de K. pneumoniae apresentaram alta frequéncia
de genes de viruléncia relacionados a formacéo do biofilme e, portanto, a maioria dos isolados
foram fortes formadores de biofilme mostrando uma estreita correlacdo entre a presenca destes
genes com a formacdo de biofilme. No grupo KPC-positivo, observou-se que o0s genes de
viruléncia cps, fimH, mrkA, mrkD e ecpA, tomados em conjunto, tinham uma maior frequéncia
qguando comparados aos isolados do grupo KPC-negativo. A prevaléncia desses genes esta de
acordo com outros estudos epidemiolégicos. Como esperado, dado que a maioria dos isolados
abrigavam todos os genes, ndo foi possivel associacao entre a presenca de genes individuais e
o fenotipo do biofilme.

Os biofilmes formados por K. pneumonaie em superfcicies abioticas tém sido
associados com a producéo das fimbrias tipo 1 e tipo 3, codificadas pelos genes fimH e mrkD,
respectivamente. Outra adesina conhecida como pilus comum de Escherichia coli (codificada

por ecpA), demonstrou recentemente estar envolvida na adesao de K. pneumoniae e formacao
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de biofilme. (Struve et al., 2008; Schroll et al., 2010; Stahlhut et al., 2013;
Alcantar-Curiel et al., 2013; Ostria-Hernandez et al., 2018). A capsula um dos principais fatores
de viruléncia, parece estar envolvida nas etapas iniciais de formacdo de biofilme, ja foi
observado que mutacdes em genes codificadores da CPS em K. pneumoniae diminuiram a
biomassa do biofilme ( Boddicker et al., 2006; Balestrino et al., 2014).

Dentre os 40 isolados analisados, 38 foram capazes de produzir biofilme com diferentes
graus de intensidade, sendo a maioria fortes formadores. Com relacéo a influéncia da presenca
do gene de resisténcia blakec-2 € formagao de biofilme pode-se observar que nos isolados de K.
pneumoniae KPC negativos 84,6% dos isolados foram classificados como fortes formadores de
biofilme e 9,1% néo foram capazes de formar biofilme. Enquanto nos isolados KPC positivos,
66,7% foram fortes formadores de biofilme e 27,8% moderados. Desta forma, a presenca do
gene blakpc-2 nos isolados ndo interfere diretamente na formacdo biofilme. No entanto, tendo
em vista que o gene blakec2 é responsavel pela producdo da Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase tipo 2 que confere resisténcia aos carbapenémicos, sendo responsavel pela
persisténcia da bactéria, ja que poucas opcdes terapéuticas sao eficazes, os isolados bacterianos
portadores desse gene tém uma maior a probabilidade de formacéo de biofilme, ja que causam
infeccbes dificeis de tratar, necessitando de um periodo prolongado de antibioticoterapia.
Somado a isso, a presen¢a de um maior nimero de genes de viruléncia relacionados a producéo
biofilme em isolados de KPC positivos, como descrito no presente estudo, potencializa a

capacidade destes isolados serem fortes produtores de biofilme.

Concluséo

Nossos resultados confirmaram que todos os isolados testados de K. pneumoniae
mostraram resisténcia a multiplos antimicrobianos e alta frequéncia de genes de viruléncia
relacionados a formacéo de biofilme. Trés perfis de ERIC-PCR agruparam mais de um isolado
bacteriano com uma razéo clonal acima de 96% de similaridade. Entre as bactérias KPC-
positivas, apenas o isolado K286 era resistente a colistina e tigeciclina, e um isolado, K265,
com resisténcia intermediaria a tigeciclina, ambos clones, mas com fenétipo de resisténcia
diferente. Este estudo confirma a heterogeneidade genética no isolados de K. pneumoniae e que
existe uma relacéo direta entre a presenca do genes de viruléncia estudados e a formacéo de

biofilme.
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5.2 ARTIGO 2 - Submetido a Revista Micron

Impacto de concentracdes sub-inibitorias de antimicrobianos sobre o biofilme de
Klebsiella pneumoniae: efeito na formacao, ultraestrutura, expressao do blakec e genes

relacionados ao biofilme

Introducéo

Nas Ultimas duas décadas, K. pneumoniae tornou-se um importante patdgeno associado
a assisténcia a saude, causando aproximadamente 14 a 20% das infeccGes relacionadas ao trato
urinério, trato respiratorio, ducto biliar inferior e feridas cirdrgicas (Rosa et al., 2014). Estas
infeccbes tém um risco elevado na presenca de dispositivos médicos, como aparelhos de
ventilacdo mecanica, cateteres e proteses, 0s quais Sd0 comumente contaminados por
microrganismos que compdem a flora natural em torno do local onde o dispositivo foi inserido
(Stewart, 2002; Singhai et al., 2012).

Fatores de viruléncia presentes em K. pneumonaie, especialmente fimbrias, capsula
polissacaridica (CPS), LPS, transportadores de membrana e sider6foros sao responsaveis pela
sobrevivéncia desta espécie e pela evasdo do sistema imune do paciente durante o processo
infeccioso (Costerton, 2005; Clegg and Murphy, 2016). Alguns dos genes de viruléncia
detectados em K. pneumoniae também estdo relacionados a producdo de biofilme, como o
cluster génico cps (capsula) (Balestrino et al., 2008), genes fimH (fimbrias tipo 1), mrk (fimbrias
tipo 3) (Alcantar-Curiel et al., 2013), e luxS (sistema regulador de detec¢do de quorum tipo 2)
que promove a comunicacdo célula-célula (Balestrino et al., 2005), e contribuem para a
formacéo e desenvolvimento do biofilme de K. pneumoniae (Vuotto et al., 2017).

As populacdes bacterianas dos biofilmes sdo consideravelmente mais resistentes aos
agentes antimicrobianos do que as células planctdnicas de vida livre (Anderl et al., 2001;
Ghafourian et al., 2015). Por este motivo, o tratamento de infec¢do apos o estabelecimento do
biofilme é frequentemente falho com as atuais opgdes terapéuticas (Costerton et al., 2011). A
capacidade de formar biofilme por K. pneumoniae protege este patégeno, ndo somente das
respostas imunes do hospedeiro, mas também da acdo dos antimicrobianos (Jagnow; Clegg,
2003; Bandeira et al., 2014), contribuindo para sua persisténcia no tecido epitelial e em
superficies de dispositivos médicos (Vuotto et al., 2017).

O alto potencial das bactérias que formam biofilmes causar tanto infecgdes relacionadas
ao uso de dispositivos médicos invasivos, quanto ndo relacionadas ao uso de dispositivo, é

preocupante para saude publica mundial (Jamal et al., 2018). Entre as infec¢Ges microbianas e
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cronicas, 65% e 80%, respectivamente, estdo associadas a formacao de biofilme (Lewis, 2001;
Trautner; Darouiche, 2004), sendo este mecanismo de viruléncia responsavel, na maioria das
vezes, por reduzir a vida atil de dispositivos médicos invasivos (Ahemd et al., 2015).

A formacdo de biofilme em isolados resistentes de K. pneumoniae foi avaliada por
Hennequin et al. (2012), onde estes autores observaram que na presenca de sub-MICs de
ofloxacina, a biomassa diminuiu de maneira inversamente proporcional as concentragdes de
antibidticos, ja as concentracdes de cefotaxima sub-MIC resultaram em aumento da formacéo de
biofilme. Ao avaliar o efeito da amicacina e da ciprofloxacina em biofilmes jovens e mais velhos,
nas maiores concentracdes sericas atingiveis observou-se que a amicacina foi capaz de erradicar os
biofilmes jovens, mas foi ineficaz em biofilmes maduros (Singla et al., 2013).

Um estudo realizado na Argélia, onde foi investigada a resposta de K. pneumoniae, isoladas
de biofilme em dispositivos médicos, contra gentamicina, cefotaxima e ciprofloxacina, detectaram
que os isolados eram pelo menos 10 a 25 vezes mais resistentes quando cultivados como biofilme
do que na forma plancténica (Bellifa et al., 2013). Foi observado que concentra¢des sub-inibitdrias
de cefotaxima induziram a formacdo de biofilme e promoveram alteraces morfologicas em
isolados de Salmonella typhi (Narasanna et al., 2017) Esses estudos evidenciam que as bactérias
em um biofilme podem responder de diferentes maneiras a um antimicrobiano, dependendo da
concentragdo e do sitio de a¢do do antimicrobiano.

E recomendado o uso de antimicrobianos em combinag&o no caso de cepas resistentes aos
carbapenémicos, entretanto pouco se conhece sobre a acdo combinada de antimicrobianos em
biofilmes. Dessa forma, neste estudo, foi investigada a a¢do de sub-CIMS dos antimicrobianos
(meropenem, amicacina e polimixina B) individual e em combinagdes na formagao de biofilme de
K. pneumoniae, as alteracdes ultra-estruturais dos biofilmes tratados e a expresséo do gene de
resisténcia blakec e dos genes de viruléncia luxS, mrkD, fimH e ecpA em biofilmes formados na

presenca dos antimicrobianos.

Materiais e métodos

Obtencéo dos Isolados bacterianos

No presente estudo foram utilizados 10 isolados clinicos de K. pneumoniae produtores
de blakec € capazes de formar biofilmes. Os isolados bacterianos foram obtidos a partir de
pacientes internados em dois hospitais publicos da cidade do Recife/PE, no periodo de 2012 a
2014, atraves de pesquisa de vigilancia e de casos de InfeccGes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS).
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Formacéo e quantificacdo de biofilme

A deteccéo e quantificacdo do biofilme formado pelos isolados bacterianos foi realizada
pelo método fenotipico em microplaca com modificacdes (Stepanovic et al., 2007; Anbazhagan
et al., 2012). Os ensaios foram realizados em microplacas de poliestireno com 96 pocos
(CORNING®), com adigdo de 140 pL de Caldo Mueller-Hinton (CMH), 20 pL de &gua
destilada estéril e 40 pL de indculo bacteriano ajustado e padronizado para todos os isolados a
uma concentracdo de 108 UFC/mL, definido em espectrofotdmetro a 600 nm. Posteriormente,
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Apds incubacdo, o sobrenadante foi
cuidadosamente removido, 0s pogos foram lavados trés vezes com 200 L salina estéril (0.85%
NaCl) e a placa contendo as células aderidas foi colocada em estufa a 60 °C por uma hora. Os
pocos foram corados com 200 pL de cristal violeta 0.4% a temperatura ambiente durante 15
min, o corante foi entdo removido e os pocos lavados trés vezes com agua corrente e secos a
temperatura ambiente antes da adi¢do de 200 pL de etanol para solubilizar o cristal violeta por
30 min. Em seguida, realizou-se a leitura da densidade dptica (DO) a em espectrofotdmetro
(BioRad), em comprimento de onda de 570 nm. Para cada isolado, o ensaio foi realizado em
quadruplicata técnica e triplicata bioldgica. A leitura da absorbancia dos po¢os contendo apenas
0 meio de cultura foi utilizado como controle (DOc). A analise dos isolados quanto a capacidade
de formar biofilme foi avaliada, comparando a DO com a DOc, conforme classificagao anterior
(Stepanovic et al., 2000), onde: DO < DOc = nao formador de biofilme, DOc <DO < 2x DOc¢
= fraco formador de biofilme, 2x DOc <DO < 4x DOc¢ = moderado formador de biofilme e 4x

DOc < DO = forte formador de biofilme.

Determinacgdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A CIM dos isolados bacterianos foi determinada frente aos antimicrobianos meropenem,
amicacina e polimixina B através da técnica de macrodiluicdo em CMH, o inoculo bacteriano
foi comparado e ajustado & escala 0.5 de McFarland, correspondente a 1.5 x 108 UFC/mL,
segundo as normas e critérios interpretativos do CLSI (2017). As cepas de referéncia de K.
pneumoniae ATCC 700603 e de Escherichia coli ATCC 25922 foram utilizadas como controle

de qualidade para a eficacia dos antimicrobianos.
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Ensaio de Checkerboard

Para avaliar o efeito sinérgico do antimicrobiano meropenem com a amicacina e
meropenem com a polimixina B frente aos isolados de K. pneumoniae foi realizada a técnica
de microdiluicdo modificada para o ensaio Checkerboard. Na microplaca de 96 pocos em que
0 teste foi realizado foi colocado em todos os pogos 100 pL de CMH, exceto na primeira coluna
que foi adicionado 200 pL solugéo de antimicrobiano A na concentragdo 2 X CIM a partir dessa
primeira coluna foi realizada uma diluicdo seriada até a coluna oito. Em outra placa, foi
realizada uma diluicéo seriada com a droga B a partir da concentracdo de 2 x CIM, entdo 70 pL
da droga B nas diferentes concentragcdes foram adicionados aos 100 pL da droga A em
diferentes concentracGes que estavam na placa do teste e acrescentado em todos 0S pogos,
exceto na Gltima coluna (n° 12), 30 pL de inéculo bacteriano ajustado a escala 0.5 de
McFarland, correspondente a 1.5 x 108 UFC/mL. Na pentltima coluna (n° 11) foi realizado o
controle de crescimento bacteriano e na ultima coluna (n° 12) controle negativo do CMH. As
microplacas foram incubadas por 24 h & 37 °C e ap0ds esse periodo foi realizada a leitura visual
do crescimento bacteriano.

A interpretacdo das interacdes foi realizada através do calculo indice da Concentracio
Inibitoria Fracionada (ICIF) pela seguinte equacdo ICIF = ICIF A (CIM da associa¢do droga A
e droga B / CIM da droga A) + ICIF B (MIC da associacdo droga A e droga B /MIC da droga
B). Valores do ICIF < 0.5 foram interpretados como um efeito sinérgico; 0.5 < ICIF < 1 um
efeito aditivo, uma interacdo indiferente quando os valores do ICIF foram > 1 e um efeito

antagbnico quando ICIF foi maior que 2 (Kumar et al., 2012).

Efeito dos antimicrobianos na formacéo de biofilme

Foi avaliada a formacdo de biofilme na presenca de antimicrobianos de acordo com
concentracgdes sinérgicas estabelecidas pela técnica de checkerboard. Trés isolados (K07, K94,
K870) foram selecionados para avaliar o efeito de 1/2, 1/4 e 1/8 das concentracdes sinérgicas
encontradas para cada um dos trés isolados bacterianos, frente os quais ambas as concentragdes
de antimicrobianos apresentaram um efeito sinérgico total. Foi utilizada a metodologia da
quantificacdo da formacao de biofilme em microplacas de 96 pogos descrita por Stepanovic et
al. (2000) com modificagdes. No CMH contendo os antimicrobianos sozinhos e em associagao
nas diferentes concentracGes testadas foi adicionado cada isolado (K07, K94 e K870). Os

grupos controles foram compostos apenas por cada isolado sem a presenca dos antimicrobianos.
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Extracdo de RNA e expressao se de genes blakpc, mrkD, fimH, ecpA e luxS

Os trés isolados (K07, K94, K870) de K. pneumoniae foram submetidos a formacéo de
biofilme por 24 h na presenca de antimicrobianos isoladamente e em associacdo na 1/2 das
concentracdes referentes ao CIM dos antimicrobianos em combinacdo, ou seja, 1/2 da
concentracdo sinérgica para cada isolado. Foi incluido um controle de cada isolado nas mesmas
condicBes sem a presenca do antibiotico. Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA para
posterior producdo do cDNA. A extracdo do RNA total, foi realizada segundo protocolo
descrito por Sambrook et al. (2001) com modificacdes.

Ao RNA extraido do biofilme foi adicionado o etanol, seguido de centrifugacdo, o
sobrenadante descartado e 0 RNA aderido na parede do microtubo ressuspenso em H.O DEPC.
Posteriormente, foi realizada a purificacdo com DNAse (Sigma Alderich) segundo normas do
fabricante. O RNA tratado com DNAse foi quantificado em NanoDrop e a pureza e integridade
conferida em gel desnaturante de agarose 1%. A partir do RNA obtido foi realizada a sintese
do cDNA para utilizagdo nos ensaios. Para a produgéo do cDNA, utilizou-se Random Primers
(Promega) e a enzima M-MLV RT (transcriptase reversa) (Promega), segundo instrucdes do
fabricante. A determinacdo da expressdo dos genes blakec, mrkD, fimH, ecpA e luxS foi
realizada através de RT-PCR qualitativa, utilizando os primers descritos na tabela 1. As
imagens foram fotodocumentadas e analisadas apds corrida em gel de agarose 1.5% em
SyberSafe (Invitrogen). Para analise da expressdo, os isolados foram comparados com seus

respectivos controles sem submissao aos antimicrobianos.
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Tabela 1 - Sequéncia de primers utilizados nas reagdes de RT-PCR para detec¢ao dos
genes blakec, fimH, mrkD, luxS, ecpA nos isolados de K. pneumoniae estudados.

Genes Sequéncia de primers (5°— 3°) Amplicons Referéncias
(pb)
luxS GGAACGCGGTATCCACAC 226 (De Aradtjo et al., 2010)
TGAGCTCCGGGATCTGGT
mrkD CCACCAACTATTCCCTCGAA 226 (Hennequin et al., 2012)
ATGGAACCCACATCGACATT
fimH GGTATTGGTGAAGATCGCGT 248 (Este estudo)
CCTGCATCAGACCAACAAC
blakrc GGCAGTCGGAGACAAAACC 177 (Chenetal., 2011)
CCCTCGAGCGCGAGTCTA
ecpA ACCTCGCGTCTTATCACCAA 192 (Ares et al., 2016)
CCGCTGATGATGGAGAAAG

Fonte: elaborada pelo autor.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a analise da formacéo de biofilme pelos isolados K07, K94, K870 de K. pneumoniae
em superficie de cateteres na presenca 1/2 da concentracdo sinérgica dos antimicrobianos
isoladamente e em associacao foi utilizada a técnica de MEV. Apos 24h de crescimento bacteriano
os cateteres foram lavados em tampéao fosfato 0.1 M, pH, 7.4 para posterior fixacdo em tampéao
fosfato 0.1 M e glutaraldeido a 2.5%. A p6s-fixacao foi realizada em tetréxido de 6smio a 1% em
tampéo fosfato 0.1M por 1 h. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em tampéo fosfato 0.1 M
para posterior desidratacdo, utilizando uma série crescente de etanol a 30, 50, 70, 90 e 3 vezes
100%, por 10 min cada etapa. Apos a desidratacdo foi realizado o ponto critico para a substitui¢ao
do etanol por dioxido de carbono, obtendo-se a secagem do material para montagem do material
em suportes metélicos utilizando uma fita dupla face de carbono. Em seguida, as amostras foram
metalizadas por uma fina camada de ouro e observadas no microscopio eletrdnico de varredura
JEOL JSM-5600 LV.

Anélise Estatistica
Todos os experimentos foram realizados em duplicata biolégica e triplicada técnica.

Para analise de significancia foi aplicado o método ANOVA e as diferencas estatisticas foram
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determinadas pelo teste de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (Graphpad,

California, EUA), quando um valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significante.

Resultados

Formagcéo de biofilme

Os dez isolados analisados neste estudo foram capazes de formar biofilme, sendo trés

classificados como moderados formadores de biofilme e os demais fortes formadores de

biofilme (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacdo dos isolados de K. pneumoniae quanto a capacidade de formacao de

biofilme pelo método fenotipico em microplaca.

Isolados

Biofilme

K07
K94
K151
K483
K614
K652
K784
K870
K952
K1026

Forte
Forte
Moderado
Forte
Moderado
Forte
Moderado
Forte
Forte
Forte

Fonte: elaborada pelo autor.

Determinacgdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

Dos dez isolados analisados, todos foram sensiveis a amicacina e polimixina B, com

CIM < 32 pg/mL e CIM < 4 ug/mL, respectivamente. Apenas 0 isolado 952 foi sensivel ao

meropenem, com CIM < 4 pg/mL (Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos isolados de K. pneumoniae frente ao

meropenem, amicacina e polimixina B.

CIM (pg/mL)

Isolados Meropenem Amicacina Polimixina B
KO7 8 2 2
K94 4 8 1

K151 8 8 1
K483 16 8 2
K614 256 8 2
K652 256 2 1
K784 128 1 0.5
K870 8 4 2
K952 1 0.5 1
K1026 4 4 1

Fonte: elaborada pelo autor.

Ensaio de Checkerboard

A partir dos resultados das CIM, foi avaliado o efeito sinérgico das combinacgdes de
meropenem com amicacina e meropenem com polimixina B para os 10 isolados pelo ensaio
Checkboard. Os resultados expressos pelo ICIF mostraram um efeito predominantemente
sinérgico (ICIF < 0.5) ou aditivo (ICIF < 0.75) nas combinacdes avaliadas (Tabela 4). Na
combinacdo meropenem/amicacina predominou o efeito aditivo com 60% (6/10), enquanto na

combinacdo meropenem com polimixina predominou o efeito sinérgico com 90% (9/10).
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Tabela 4 - Efeito sinérgico do meropenem com amicacina e do meropenem com a polimixina

B frente isolados de K. pneumoniae.

Isolados ICIF Efeito ICIF Efeito
(MERO+ AMK) (MERO + POL)

K07 0.5 S 0.5 S
K94 0.375 S 0.5 S
K151 0.56 A 0.31 S
K483 0.56 A 0.5 S
K614 0.625 A 0.25 S
K652 0.56 A 0.56 A
K784 0.75 A 0.25 S
K870 0.375 S 0.375 S
K952 0.28 S 0.31 S

K1026 0.53 A 0.156 S

ICIF: indice de concentragdo inibitoriafracionada; MERO: meropenem; AMK: amicacina; POL: polimixina B;
S: efeito sinérgico; A: efeito aditivo.

Fonte: elaborada pelo autor.

Efeitos de concentracBes sub-inibitorias dos antimicrobianos na formacdo de
biofilme por Klebsiella pneumoniae

Os isolados resistentes ao meropenem e em que ambas as combinagfes de
antimicrobianos causaram efeito sinérgico foram selecionados para avaliacao do efeito da acédo
de concentracdes sub-inibitdrias dos antimicrobianos isolados e em associacdo. Os trés isolados
analisados foram capazes de formar biofilme na presenca de concentragdes sub-inibitorias dos
antimicrobianos em ambas situaces. Foi possivel observar um comportamento diferente na
formacédo de biofilme para cada isolado a depender da concentracdo e do antimicrobiano, estes
resultados estdo representados nas figuras 1, 2 e 3.

Para o isolado K07, ndo foi observada alteracao significativa na formacao de biofilme
quando na presenca dos antimicrobianos sozinhos ou em combinacdo nas concentracfes
testadas (Fig. 1A-B).

Para o isolado K94, quando submetido a amicacina nas concentragdes de 0.12 pg/mL
(1/4 CIM da associagao) e 0.06 ug/mL (1/8 CIM da associagdo), polimixina B sozinha e a
associacdo de meropenem com polimixina B nas concentracOes referentes a 1/2 e 1/4 CIM da

associacdo, ndo apresentaram diferenca significativa na formagéo de biofilme em relacdo ao
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controle. Ja quando na presen¢a da amicacina sozinha na concentragao de 0.25 pg/imL (1/2 CIM
da associacdo), do meropenem sozinho e associado a polimixina B e amicacina, houve um
aumento da formacéo de biofilme, com maior significancia (p < 0.0001) quando na presenca
da associacdo de amicacina e meropenem e também do meropenem sozinho do que na presenca
da associacdo de meropenem e polimixina B (p < 0.01) (Fig. 2A-B).

A formacdo de biofilme pelo isolado K870, apenas aumentou na presenca da
concentracdo de 0.06 pg’ mL de amicacina e de 0.12 pg/mL de meropenem (1/8 CIM da
associacao). Nao foi observada alteragdo da formagdo nas concentragdes de 0.12 pg/mL de
amicacina e de 0.12 pg/mL polimixina B sozinhos (1/4 CIM da associagéo) e na concentracao
de 0.12 ug/mL (1/8 CIM da associagdo) do meropenem. Nas demais situagcdes houve uma
reducdo da formacdo de biofilme, inclusive na presenca de 1/2 CIM da associacdo ambas as
associacg0es testadas, essa diminuicdo do biofilme formado foi estatisticamente significante na
presenga apenas do meropenem na concentracdo de 0.25 pg/mL (p < 0.0001) e de 0.12 pg/mL
(p < 0.01) (Fig. 3A-B).

Comparando as associagOes testadas, a presenca do meropenem com a polimixina B
mostrou resultados melhores quando comparados a amicacina com meropenem, uma vez que a
primeira associagao pareceu ndo aumentar ou reduzir a formagéo de biofilme, como no caso do
isolado K870. J& na segunda associacdo, houve um aumento para os isolados K07 e K94 (Figs.
1 e 2), enquanto para o isolado K870 as concentracGes de 1/2 e 1/4 do CIM sinérgico reduziram

a formacéo de biofilme (Fig.3).
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Figura 1 (A-B) - Efeitos dos antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem sozinhos

e associados na formacao de biofilme pelo isolado K07 de K. pneumoniae.
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experimentos + desvio padrdo. *SignificAncia de cada média em relacéo ao controle (ANOVA, p< 0.05).

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 2 (A-B) - Efeitos dos antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem sozinhos
e associados na formacao de biofilme pelo isolado K94 de K. pneumoniae.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 3 (A-B) - Efeitos dos antimicrobianos amicacina, polimixina B e meropenem sozinhos

e associados na formacao de biofilme pelo isolado K870 de K. pneumoniae.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Expressao dos genes blaxrc, ecpA, fimH, mrkD, luxS

Foi verificado através da RT-PCR qualitativa que os isolados K07, K94 e K870
expressaram os genes blaxec, ecpA, fimH, mrkD, luxS na condigdo conrole, ou seja, na auséncia
de antimicrobiano. Os isolados continuaram expressando o gene de resisténcia blakpc € 0s genes
de viruléncia ecpA e luxS mesmo quando submetidos aos antimicrobianos testados (amicacina,
polimixina B, meropenem) sozinhos e nas associacfes, ao serem comparados com oS
respectivos controles sem tratamento (Tabela 5). O isolado K07 ndo expressou o gene fimH
qguando submetido aos antimicrobianos amicacina e meropenem (sozinhos e em associagéo), ja
0 isolado K94 ndo expressou o gene fimH quando submetido aos antimicrobianos polimixina B
e meropenem (sozinhos e em associacao), o isolado K870 ndo expressou o gene fimH, quando
submetido aos antimicrobianos amicacina e meropenem (sozinhos e em associacdo). A
expressao do gene mrkD ndo ocorreu apenas quando o isolado K870 foi submetido ao

meropenem sozinho e a associa¢cdo do meropenem com a amicacina.
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Tabela 5 - Expressdo dos genes blakec, ecpA, fimH, mrkD, luxS no biofilme formado na
auséncia e presenca dos antimicrobianos amicacina (AMK), meropenem (MERO), polimixina
B (POL) e das associacdes de amicacina e meropenem (AMK+MERO) e de polimixina B e
meropenem (POL+MERO).

Isolados Antimicrobianos blakec ecpA fimH mrkD luxS
- + + + + +

AMK
MERO
POL
AMK + MERO
POL + MERO
AMK

K94 MERO
POL
AMK + MERO
POL + MERO
AMK
K870 MERO
POL
AMK + MERO
POL + MERO + + + -
Fonte: elaborada pelo autor.

KO7

+ +|+
+l+ + + + + + [+ + + + o+

+ + + 4+ +|+ + + + + |+ + + + +
+ + + 4+ +|+ + + + + |+ + + + +
1

+
1
+ + + + + +[+ + + + + [+ + + + o+

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Ao analisarmos as imagens ultraestruturais do biofilme formado pelo isolado K07 de K.
pneumoniae, tratado durante 24h, podemos observar que o padrdo de formacéo do biofilme foi
mantido quando comparado ao grupo sem tratamento (Fig. 4A-F). o grupo controle apresentou
células com morfologia ainda preservadas, fortemente aderidas e com a presenca de matriz
polissacaridica consistente (Fig. 4A).

O biofilme formado na presenga de 0.25 ng/mL de amicacina pode-se observar células
com morfologias alteradas, aderidas com maior quantidade de matriz polissacaridica em relagédo
ao controle (Fig. 4B). A figura 4C mostra o biofilme formado na presenga de meropenem na
concentragdo de 1 pg/mL, onde as células sem formas definidas estavam aderidas entre si
formando um aglomerado celular, com presenca de pouca matriz polissacaridica. O biofilme
formado na presenca da combinagdo de amicacina (0.25 pg/mL) com meropenem (1 pginL) foi
composto por inimeras celulas fortemente aderidas umas as outras com presenca de matriz

polissacaridica entre as células (Fig 4D).



90

J& o biofilme formado quando o isolado foi submetido a concentracdo de 0.25 pg/mL de
polimixina B, é observado provavelmente um estagio mais inicial da formac&o do biofilme,
com poucas células agrupadas e pouca secrecdo de matriz polissacaridica (Fig. 4E). Por outro
lado, o biofilme formado na presenca de polimixina B (0.25 pg/mL) e meropenem (1 pg/mL)
em associacdo, foi possivel observar algumas células alongadas na superficie do aglomerado,
indicando que embora o biofilme tenha sido formado, houve um maior dano celular ndo

observado nas outras condi¢oes (Fig. 4F).

FI0CRUZ-PE Skl 5,008 Skl X18, 860 FI0CRUZ-PE

FIOCRUZ-PE z] Mm ! JkV X18. 868 FIOCRUZ-PE

Fig. 4 (A-F) - Eletromicrografias isolado K07 de K. pneumoniae tratados com antimicrobianos
durante a formagao do biofilme. (A) controle; (B) Amicacina; (C) Meropenem; (D) Amicacina

Meropenem; (E) Polimixina B e (F) Polimixina B e Meropenem.

Fonte: elaborada pelo autor
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As imagens ultraestruturais do biofilme formado pelo isolado K94 mostraram que 0
tratamento parece ter estimulado a formagéo do biofilme (Fig. 5A-F). Na condig&o controle foi
possivel observar células com morfologia preservada, aderidas entre si pela matriz
polissacaridica (Fig 5A). Quando submetido a amicacina na concentragdo de 0.25 pgmL foi
possivel observar células fortemente aderidas embebidas por matriz polissacaridica e com
alteracGes em sua forma (Fig. 5B).

No biofilme formado quando o isolado foi submetido a0 meropenem na concentracéo
de 0.25 ug/mL foi possivel observar células aderidas, com morfologia alterada e arranjadas em
camadas (Fig. 5C). O isolado na presenca da associacdo de amicacina (0.25 ugmL) e
meropenem (0.25 pg/mL), pode-se visualizar o biofilme composto praticamente por matriz
polissacaridica (Fig. 5D).

J& quando submetido a polimixina B na concentracao de 0.06 ng/mL, pode-se observar
as células fortemente aderidas envolvidas por matriz polissacaridica entre si formando
aglomerados celulares (Fig. 5E). Enquanto que, o biofilme formado pelo isolado na presenca
da associagdo de polimixina B (0.06 ng/mL) com meropenem (0.25 pginL) apresentou poucas
células aderidas, algumas apresentando alteracdes em sua forma e tamanho e grande quantidade

de matriz polissacaridica frouxa (Fig. 5F).

FIOCRUZ-FE X18, 888 Mm FIOCRUZ-FE 1 X198, 888 M FIOCRUZ-PE

FIOCRUZ-FE X1, 588 B FIOCRUZ-PE X18, 688 Mrn FIOCRUZ-PE

Fig. 5 (A-F) - Eletromicrografias isolado K94 de K. pneumoniae tratados com antimicrobianos
durante a formagao do biofilme. (A) controle; (B) Amicacina; (C) Meropenem; (D) Amicacina

Meropenem; (E) Polimixina B e (F) Polimixina B e Meropenem.

Fonte: elaborada pelo autor.
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O isolado K870 quando submetidos aos antimicrobianos apresentou uma diminui¢ao na
formagéo do biofilme quando comparado ao grupo controle ((Fig. 6A-F). Na condicdo controle,
formou biofilme apresentando poucas células aderidas envolvidas por matriz polissacaridica
(Fig. 6A). Quando submetido a amicacina na concentragdo de 0.25 pg/mL, foi observado o
biofilme aderido a superficie do cateter, porém com poucas células visiveis que parecem
revestida pela matriz polissacaridica secretada (Fig. 6B).

No biofilme submetido a0 meropenem na concentragdo de 0.5 pgmL, podemos
observar poucas células algumas de forma arredondada aderidas pela matriz (Fig. 6C). O
isolado na presenca da associagdo de amicacina (0.25 pgmL) com meropenem (0.5 pg/mL)
encontramos poucas células visiveis e formando alguns aglomerados celulares envolvidas por
matriz polissacaridica (Fig. 6D).

J4 quando submetido a polimixina B na concentracdo de 0.25 pg/mL foi possivel
observar as células aderidas e envolvidas por matriz polissacaridica muito semelhante ao
controle (Fig. 6E). Enquanto o biofilme formado na presenga da associacdo de polimixina B
(0.25 pgmL) com meropenem (0.5 pgmL) células com alteragdo morfologica aderidas e

envolvidas por matriz polissacaridica formando alguns aglomerados celulares (Fig. 6F).

FIOCRUZ-FE X »im FIOCRUZ -PE

1SkU  X2,588  18mm F10CRUZ -PE X3, 588 Zwm F IOCRUZ -PE X160, 800  Lum F IOCRUZ -PE

Fig. 6 (A-F) - Eletromicrografias isolado K870 de K. pneumoniae tratados com antimicrobianos
durante a formagao do biofilme. (A) controle; (B) Amicacina; (C) Meropenem; (D) Amicacina

Meropenem; (E) Polimixina B e (F) Polimixina B e Meropenem.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Discussao

Os biofilmes bacterianos sdo comunidades microbianas de células aderidas a superficie,
embebidas em uma matriz polissacaridica extracelular produzida pelas células bacterianas
(Mohammed et al., 2013). O efeito de antimicrobianos na formacéo de biofilme é importante
para o tratamento de infecgOes relacionadas ao biofilme, associadas ou ndo ao uso de
dispositivos médicos invasivos causadas por K. pneumoniae. Alguns estudos tém mostrado que
as bactérias associadas ao biofilme ndo séo afetadas pelas concentracdes alcancadas
terapeuticamente de antimicrobianos, devido a tolerdncia antimicrobiana, as células
persistentes, as células de crescimento lento e a matriz exopolissacaridica. (Singh et al., 2016;
Ciofu et al., 2017). Umas das formas viaveis para combater a resisténcia associada ao biofilme
¢ atraves do uso de combinac@es de antimicrobianos com efeitos sinérgicos, podendo retardar
o surgimento do biofilme (Ciofu et al., 2017; Hughes et al., 2017).

Neste estudo, foi avaliada a atividade sinérgica de antimicrobianos associados e a
atividade in vitro de antibidticos comumente utilizados na préatica clinica sozinhos e em
combinacdo em concentracOes inferiores a sinérgica determinada para células planctdnicas na
formacéo de biofilme por K. pneumoniae e na expressao de genes de viruléncia. Foi verificado
que todos os isolados, exceto K952, apresentavam resisténcia ao meropenem, mas eram
sensiveis a amicacina e a polimixina B. Entretanto, para a morte dos biofilmes bacterianos pode
ser necessaria uma concentracdo de antimicrobianos até 10000 vezes maior que aquela para
matar uma célula plancténica (Donlan, 2001, 2002). E preconizado pela Anvisa que as
infeccdes causadas por cepas produtoras de KPC sejam tratados com uma terapia combinada e
ndo monoterapia, COMo a associa¢do de meropenem com a amicacina e polimixina B (Anvisa,
2014).

No nosso estudo podemaos verificar que houve um maior efeito sinérgico da combinacéo
do meropenem com a polimixina B do que com a amicacina frente aos isolados de K.
pneumoniae testados. Esse sinergismo também foi observado por outros estudos, com outras
espécies bacterianas (Nakamura et al., 2000; Lee et al., 2013; Jiang et al., 2018).

Alguns estudos constataram que baixas concentracGes de alguns antimicrobianos
poderiam aumentar a formacao de biofilme bacteriano (Kaplan, 2011; Wu et al., 2014; Aka et
al., 2015; Sato et al., 2018). Entretanto, existem relatos na literatura mostrando que sub-CIMs
de alguns antimicrobianos incapazes de matar as bactérias, podem inibir a formacéo de biofilme
(Bret; Di Martino, 2004; Wojnicks, 2013; Otani et al., 2018). Os nossos dados corroboram com
estes estudos, pois os diferentes antimicrobianos testados promoveram efeitos distintos na

formacéo de biofilme nos trés isolados de K. pneumoniae.
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Wang et al (2016) avaliaram os efeitos de meropenem e tigeciclina sozinhos e
associados com sulbactam no biofilme formado, foi observado que a associagdo sempre
apresentou uma diminuicdo no biofilme formado quando comparado com o antimicrobiano
utilizado individualmente. Estudo realizado por Lenhard e colaboradores (2017) mostrou que a
formacéo de biofilme foi induzida por sub-CIM de antimicrobiano em aproximadamente duas
vezes, e um aumento da expresséo de genes relevantes para a colonizacao.

As bactérias sdo expostas a baixas concentragdes de antimicrobianos no inicio e no final
do tratamento e essas doses baixas podem levar ao aumento da formacéo de biofilme, agravando
a infeccdo, dessa forma, nossos dados mostram a importancia de conhecer a agdo dos
antimicrobianos utilizados na prética clinica sozinhos ou em combinacdo que pode eliminar a
bactéria ou servir de estimulo para formacdo de biofilme onde neste caso pode levar a
complicacdes para o paciente.

Além da forma de vida planctonica, as bactérias podem se apresentar formando
biofilmes, comunidades bacterianas responsaveis por pelo menos 65% de todas as infecgdes
bacterianas em humano (Mah and O’Toole, 200; De la Fuente-Nufiez et al., 2013). As células
de um biofilme podem se comunicar umas com as outras e regular sua fisiologia através de
moléculas de sinalizacéo quimica, esse fendmeno é denominado de quorum sensing (Zhu et al.,
2011; Ju et al.,, 2018). Os sinais quimicos produzidos neste processo sao denominados
autoindutores (Als), o Al-2 é o sinal mais difundido de quorum sensing, a producdo desse
autoindutor de deteccdo de quorum-2 (Al-2) pode ser avaliada através da expressdo do gene
luxS codificador da enzima LuxS que desempenha um papel essencial na sintese de Al-2
(Balestrino et al., 2005; De Araujo et al., 2010; Ju et al., 2018). Foi visto por alguns autores que
a auséncia do gene luxS, impediu a formacdo de biofilme (Keersmaecher et al., 2005; Xu et al.,
2006; Ju et al., 2018). No nosso estudo, podemos observar que os isolados continuaram sendo
capazes de formar biofilme e permaneceram expressando o gene luxS, mesmo com a submissédo
aos antimicrobianos sozinhos e associados.

Hong et al., (2013) e Landman et al. (2009) observaram uma diferenca de expressao das
porinas em isolados de K. pneumoniae produtores de KPC quando submetidos a associacéo de
carbapenemicos e colistina. No nosso estudo, foi observado que o gene blakpc-2 continuou
sendo expresso, mas ndo podemos avaliar qual a diferenca de expressao deste gene nos isolados
submetidos a agdo de antimicrobianos sozinhos e em associagao.

Assim como os genes luxS e blakpc-2, a expressdo do gene ecpA permaneceu, mesmo na
presenca dos antimicrobianos sozinhos e associados. Entretanto, em relagcdo ao gene fimH,

observamos que néo foi expresso no isolado KO7 quando exposto a amicacina e a0 meropenem
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sozinhos e em associacdo; no isolado K94 quando exposto a 0.5 CIM da associagdo de
meropenem e polimixina B sozinhos e associados e no isolado K870 além de ndo ocorrer a
expressao do gene fimH quando submetido a 0.5 CIM da associacéo de amicacina, meropenem
e polimixina B sozinhos e associados, também néo foi expresso o gene mrkD ap0s a submissédo
aos antimicrobianos. Sendo assim, o efeito os antimicrobianos na expressao do gene fimH e
mrkD variou de acordo com cada isolado.

Szczuka et al (2014) avaliaram o efeito de sub-CIMs de tigeciclina e ciprofloxacina na
expressao de genes associados ao biofilme em Staphylococcus aureus e foi observado na
maioria dos isolados que a expressdo dos genes aumentou apos a exposicdo a 0.25 CIM e 0.5
CIM de tigeciclina, ja o efeito da exposicao a ciprofloxacina foi dependente do isolado. Otto et
al (2013) testaram o efeito de concentracBes sub-inibitorias de antimicrobianos sobre alguns
fatores de viruléncia de Staphylococcus e constatou alteragdes na expressdo nos genes testados
dependente do antimicrobiano, podendo ser diminuida ou aumentada. Cada fator de viruléncia
teve sua expressdo variada nas concentragdes dos antimicrobianos testados. No nosso estudo,
foi observado que os biofilmes formados pelos isolados se comportaram de maneiras diferente
guanto a expressdo dos genes fimH e mrkD ao serem submetidos a uma determinada
concentragdo dos antimicrobioanos, corroborando com Szczuka et al (2014) e Otto et al (2013)
sugerindo que o antimicrobiano pode induzir ou ndo a expressdo destes genes dependendo do
isolado e da concentracéo testada.

Stalhut et al. (2012) observaram que as fimbrias do tipo 1 e tipo 3 expressas por K.
pneumoniae aumentam a formacdo de biofilme em cateteres urindrios e mostraram que as
fimbrias compensam a auséncia da outra para formacao de biofilme. As fimbrias do tipo 3
medeiam a ligagdo ao tecido alvo utilizando a adesina mrkD que esté associada ao eixo fimbrial
constituido pela proteina mrkA (Langstrat et al., 2001). No nosso estudo, o isolado K870 foi
capaz de formar biofilme mesmo ndo havendo a expressdo dos genes fimH e mrkD. Este fato é
reforcado pelo estudo de Langstraat et al (2001), onde os autores observaram que néo existiu
forte relacdo entre a adesina mrkD e formacéo do biofilme por Klebsiella pneumoniae, o que
pode explicar a formacéao de biofilme sem a expresséo do gene mrkD para o isolado K870.

Embora os carbapenémicos, antibidticos que atuam na sintese da parede celular
bacteriana com amplo espectro de acdo e apresentam baixa toxicidade para 0s pacientes, sejam
a principal estratégia de tratamento para infecgdes invasivas causadas por K. pneumoniae, 0
surgimento da resisténcia aos carbapenémicos tem impedido o sucesso terapéutico com a

monoterapia (Deshpande, et al., 2006; Teo et al., 2015). Uma das alternativas para o tratamento
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eficaz dessas infeccOes é a terapia combinada (Le et al., 2011; Tamma et al., 2012; Garcinufio
etal., 2016).

No estudo de Le et al. (2011) foi detectado um efeito sinérgico das associacOes de
meropenem ou imipenem com amicacina frente isolados K. pneumoniae produtores de KPC-3,
0 que corrobora com nossos resultados, ja que essa associacao foi sinérgica ou aditiva frente os
10 isolados clinicos de K. pneumoniae produtores de KPC-2.

A atividade sinérgica da polimixina B com outros agentes antimicrobianos foi
observado no estudo de Bratu (2005) e Eleman (2010) frente isolados de K. pneumoniae
resistentes aos carbapenemicos e produtores de KPC. Jiang et al 2018 avaliou inumeras
combinaces frente isolados de A. baumanii e observaram um efeito potencialmente sinérgico
do meropenem principalmente associado a polimixina B e a rimfampicina. Esse efeito sinérgico
entre meropenem e polimixina B frente isolados de A. baumanii tambérm foi observado por
Lenhard et al. (2017).

Os biofilmes bacterianos sdo comunidades microbianas de células aderidas a superficie,
embebidas em uma matriz polissacaridica extracelular produzida pelas células bacterianas
(Mohammed et al., 2013). Um estudo realizado por Beganovic et al (2019) com isolados de A.
baumanni observou que 0 meropenem e a polimixina B foram capazaes de impedir a formacao
de biofilme em concentracdes clinicamente relevantes, j4 a amicacina aumentou ou nao alterou
a producdo de biofilme. Em nossos ensaios utilizando a mesma técnica usada por Beganovic et
al. (2019), observamos que a amicacina teve um efeito semelhante de ndo alterar ou aumentar
a formacéo de biofilme como ocorreu com o isolado K94. Entretanto, em nosso estudo através
das imagens obtidas por MEV foi possivel observar alteragdes morfologicas quando na
presenca de amicacina, o que pode indicar que embora o isolado tenha sido capaz de formar o
biofilme, houve modificacbes morfoldgicas que possivelmente devem acarretar, além de
injarias estruturais, também funcionais.

Segundo Wojnicz e Tichaczek-Goska (2013), sub-CIMs de amicacina podem ser Uteis
no tratamento de infecgdes associada a formacéo de biofilme por Escherichia coli. No nosso
estudo, o isolado K870 quando submetido a amicacina foi possivel observar uma reducgdo na
quantidade de células e no isolado K94 na presenga de amicacina observamos células com
alteracdes morfologicas. Em um estudo realizado por Cironi et al. (2011) foi observado um
efeito da amicacina em reduzir a formacéo de biofilme, entretanto esse efeito foi potencializado
quando houve a associagdo com a claritromicina, um macrolideo que possivelmente inibe
fatores de viruléncia. A diminuicdo da formacdo de biofilme devido a sub-CIMs dos

antibioticos ceftazidima e amicacina também foi observada por Bret e Di Martino (2004).
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Em nosso estudo, podemos observar que a associa¢cdo do meropenem com a amicacina
no isolado K870 provocou modificagdes celulares, embora nédo tenha ocorrido diminui¢do com
relevancia estatistica pelo ensaio de quantificacao de biofilme pelo método cristal violeta, pelas
analises das imagens observamos alteracfes na quantidade de células aderidas, na producéo de
matriz polissacaridica e morfologicas. Além disso, no isolado K870 quando submetido ao
meropenem foi possivel visualizar células arrendondas, assim como descrito anteriormente,
devido ao mecanismo de acdo do meropenem que atua nas PBPs (proteinas fixadoras de
penicilina), o blogueio da PBP-2 pode acarretar em alteracdes morfoldgicas, como células
esféricas (Buijs et al., 2008; Hilliard et al., 2011; Veras et al., 2015; Scavuzi et al., 2016).
AlteracGes morfoldgicas causadas por concentragdes sub-inibitorias de carbapenémicos foram
descritas também em A. baumanii (Bernabeu-Wittel et al., 2004)

A atividade sinérgica da polimixina B com o0 meropenem assim como mostrado no nosso
estudo, foi relatada anteriormente por Barth et al. (2015) em isolados de K. pneumoniae
produtores de KPC-2. Rahim et al (2015) realizou um estudo com isolados de K. pneumoniae
submetidos a polimixina B e ao cloranfenicol, foi observado que o tratamento apenas com
polimixina B produziu alteracfes significativas ha membrana externa, com protuberancias e
bolhas compativel com o mecanismo de acdo da polimixina B, ja o tratamento combinado
causou danos mais severos na superficie celular que se assemelharam as mudancas combinadas
observadas com os tratamentos individuais. Atualmente, diante do aumento da resisténcia
bacteriana, o tratamento combinado com a polimixina B visa aumentar a atividade bactericida
e prevenir o desenvolvimento de resisténcia (Bergen et al., 2015).

Concluséo

Podemos concluir no nosso estudo que a associagdo de meropenem com a amicacina e
com a polimixina B pode ser uma alternativa para o tratamento de bactérias produtoras de
blakpc-2, ja que os valores das CIM dos antimicrobianos foram reduzidos a concentracdes que
possam ser utilizadas no tratamento de pacientes. Além disso, concentracdes sub-letais dos
antimicrobianos sozinhos e em associacdo podem provocar alteracbes na morfologia do

biofilme e na expressdo dos genes associados a formacao de biofilme.
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6 CONCLUSOES

eTodos os isolados de K. pneumoniae estudados mostraram resisténcia a multiplos
antimicrobianos e alta frequéncia de genes de viruléncia relacionados a formacao de biofilme
tanto em isolados portadores do gene blakpc-2;

eHouve a disseminacdo clonal entre hospitais diferentes na cidade de Recife-PE;

oA capacidade de formar biofilme é um fator de viruléncia presente em isolados de K.
pneumoniae na cidade de Recife-PE;

eComo a amioria dos isolados foram fortes ou moderados formadores de biofilme, a
presenca do gene blakec2 parece ndo interferir na formacao de biofilme;

eAs associagdoes de meropenem com a amicacina e a polimixina B apresentaram um efeito
sinérgico ou aditivo frente isolados de K. pneumoniae portadores do gene blakpc-2;
eConcentracbes sub-inibitorias dos antimicrobianos sozinhos e em associacdo podem
provocar alteracfes na morfologia do biofilme e na expressdo dos genes associados a

formacéo de biofilme.
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