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RESUMO

A patogénese da K.pneumoniae € E.coli pode ser direlamente influenciada pelos
fatores de viruléncia, denire 08 quais enconiram-se polissacaridecs capsulares,
lipopolissacarideos toxicos, adesinas e sistema de aquisicBo de ferro. Aleém desses
fatores de viruléncia, muito pouco & conhecido sobre ouiros fatores que podem
narticipar da patogénese da K.pneumoniae. O presente trabalho estuda os fatores de
viruléncia de K. pneumoniae & E.coli isoladas de infeccbes nosocomiais em amostras
ESBL (+) & ESBL (-}, tendo como objetivos a comparacgéo do grau de patogenicidade e
producéo de fatores de viruléncia por essas amostras in vivo e in vitro; a verificagdo da
influéncia das condicbes de cultivo sobre a expressdo de citotoxinas; o estudo do
padrdo de adesao em linhagens ceiulares; andlise da influéncia da dose subinibitdria
de antibidticos beta-lactamicos sobre a produc@o de fatores de viruléncia pelas
amostras ESBL (+). K.pneumoniae e E.coli ESBL (+) apresentaram atividades
hemoliticas moduladas pelo meio de cultura e pelas condigbes de cultivo, frente a
sangue de eqliino e cameiro. A dose subinibitéria do antibidtico estimulou a produgéo
da hemolisina, sobre hemacias de equinos em meio Miller-Hinton apenas na presenga
do oxigénio. A caréncia de ferro nos meios induziu a produg¢dc de hemolising,
independente da aeracdo para hemécias eqlinas pelas amostras ESBL (+). O
sobrenadante das culturas bacterianas apresentou atividade citotdxica em culturas de
células Hela, Vero e HT-29. Amostras ESBL (+) foram mais resistentes & acéo
bactericida do soro humano normal que as ESBL (-). O padrao de adeséo
predominante entre as amostras foi do tipo agregativo. N&o foi observada diferenca no

grau de viruléncia para camundongos entre as amostras ESBL (+) e ESBL (-).



STUDY OF VIRULENCE FACTORS IN STRAINS OF Klebsiella pneumoniae AND
Escherichia coli B-LACTAMASES EXTENDED SPECTRUM

ABSTRACT

Virulence factors, such endotoxin, adhesins, cell envelope and the acquisition
of iron system may be associated with K pneumoniae and E. cofi pathogenicity.
However others virulence factors are not yet studied for understanding pathogeneses
of K. pneumoniae. The aim of the present study is the comparation of potential
virulence factors in strains of K. pneumoniae and E .coli ESBL (+) and ESBL (-
isolated from nosocomial infections, such characterization of adhesive properties in
eukaryotic cells , influence of sub inhibitory dose of beta-lactams antibiotics in toxins
expression and virulence factors production in ESBL (+) strains. K. pneumoniae and E.
coli ESBL (+) showed hemoiytic activity towards sheep and horse erythrocytes
regulated by culture conditions. The sub inhibitory dose of beta lactams antibiotics
increased the hemolysin production in Mueller—Hinton agar with horse erythrocytes in
oxygen presence. The iron absence in media culture improved the hemolytic activity
expression, with horse erythrocytes in ESBL (+) strains independent of oxygen. The
bacterial supematant cuiture showed cytotoxic activity in Hel.a, Vero and HT-29 cell
lines. The ESBL (+) strains were more resistant to the bactericidal action of normal
human serum than the ESBL (-). The aggregative patten of adherence was the
predominant among E. cofi and K. pneumoniae and was not observed virulence

differences in mice in ESBL (+) and ESBL (-) strains.
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1. INTRODUCAO

A familia Enferobacteriaceae representa a maior e mais heterogénea colecdo
de baciios Gram-negativos de importancia médica. Apesar da complexidade desta
familia, mais de 95% dos microrganismos isolados clinicamente importantes pertencem
a apenas dez géneros e incluem menos de 25 espécies (MURRAY, ef al,2000). A
incidéncia de infecgbes nosocomiais causadas por bacilos Gram-negativos tem
aumentado marcadamente nas trés Ultimas decadas (D! MARTINO ef al., 1996),

Enterobactérias dos géneros Klebsiella, Enterobacter e Sematia sdo importantes
patégenos oportunistas, comumente isolados em casos de infecgbes do trato urinario,
respiratorio e de quadros de sepse (LIVRELLI et al., 1996). Klebsiella pneumoniae esta
envolvida em varias infecgbes que ocomem apbs colonizagdo bacteriana do trato
gastrointestinal de pacientes (DI MARTINO ef al, 1998), e acomete individuos
imunossuprimidos que s&o hospitalizados e sofrem de doengas como diabetes melittus
e obstruc&o pulmonar cronica (FODSCHUN & ULLMANN, 1988).

Foram identificados numerosos fatores de viruléncia nos membros da familia
Enterobacteriaceae. Alguns s&o comuns a todos os géneros, enquanto outros sio
exclusivos de cepas virulentas especificas (MURRAY, et ai., 2000). Dentre os fatores
de viruléncia identificados em Klebsiella pneumoniae estio: polissacarideos capsulares
que conferem resisténcia a fagocitose e a agio bactericida do soro, lipopolissacarideos
toxicos, adesinas e sistemas de aquisi¢do de ferro que facilitam seu crescimento nos
tecidos durante a disseminacado sistémica (DARFEUILLE-MICHAUD et al, 1992;

PODSCHUN & ULLMANN, 1998). Além destes fatores de viruléncia, muito pouco é



conhecido sobre outros fatores que podem participar da patogénese da K. pneumoniae
{LAl et ai., 2000).

Tem sido relatado que a maioria das linhagens de K. pneumoniae isoladas de
infeccbes nosocomiais sdo altamente resistentes a um numerc cada vez maior de
antibidticos, especialmente as linhagens produtoras de B-lactamases espectro
estendido (LIVRELLI et af., 1996; LA! et al., 2000). O termo B - lactamase espectro
estendido (ESBLs), se refere a enzimas B-lactamases codificadas por genes
plasmidiais que diferem da enzima parental pela substituicdo de alguns aminoacidos
que alteram o sitio ativo (PATTERSON et al, 1997). As B-lactamases especiro
estendido inicialmente emergiram em bacilos Gram-negativos na Europa na década de
oitenta e rapidamente se disseminaram para outros continentes. Este tipo de
resisténcia tem sido detectado com maior freqiiéncia em K. pneumoniae, mas ocorre e
é transferivel para outros géneros, incluinde Escherichia, Enterobacter, Citrobacter,
Serratia, entre outros (PATTERSON et al., 1997). Como conseqiéncia numerosas
novas ESBLs tém sido descritas (JACOBY & BUSH, 2000; apud ZEMELMAN, 2001)

Segundo LIVRELLI ef al. (1896), até o inicio dos anos setenta as linhagens de K.
pneumoniae isoladas de casos clinicos, produziam somente a penicilinase SHV,
codificada por genes cromossomais, quando entdo foram isoladas amostras que
possuiam um plamidio codificando a enzima TEM-1.

No inicio dos anos oitenta, os problemas mais comuns associados com as B—
lactamases de bactérias Gram-negativas eram causados por B-lactamases mediadas
por plasmidios, como as TEM-1, TEM-2 e SHV-1. Estas enzimas sao $-lactamases de
amplo espectro, que falham na atividade contra drogas estaveis como cefamicinas,

oximinocefalosporinas, monobactamicos, ou carbapenemas, ¢ sdo produzidas por

~
o



Escherichia coli, K. pneumonige e outras enferobacterias, sendo menos freqientes em
outras familias de bactérias (THOMSON & MOLAND, 2000). Aigumas das novas B
iactamases s&0 codificadas por genes cromossomais e plasmidiais gue se permutam,
permitindo maior capacidade de disseminac&o, levando a potenciais probiemas
epidemiciégicos (THOMSON & MOLAND, 2000;.

LIVRELLI et al. (1998), observaram que genes responsaveis pela sintese da
adesina nao fimbrial CF29K, relacionada ao padrdo de adesao difusa de amostras de
K pneumoniae isoladas de casos clinicos, estdo localizados em um plasmidio
conjugativo junto com genes que codificam outros fatores de viruléncia, tais come
aerobactina e a sintese das p-lactamases especiro estendido CAZ-1 e TEM-5.

Embora nadc conclusivos, nos ultimos anos varios estudos tém sido feitos
relacionando o uso de antibidticos com a expresséo de Shiga - toxinas por amostras de
E.coli 0157 (YOH et al,, 1997; GRIF etf al., 1998; KIMMITT et al., 1999, KIMMITT ef ai,,
2000},

Considerando que infecgdes provocadas por Kilebsiella pneumoniage e
Escherichia coli representam de 5 a 7,5 % de todas as infecgbes nosocomiais e que a
maioria dos surtos € provocada por amostras que expressam B-lactamases de ampio

gspectro, o presente estudo tem 0s seguintes objetivos:



2. OBJETIVOS

2.1. Avaliar e comparar a patogenicidade e produglo de fatores de viruléncia como:
hemolisinas, citotoxinas, aerobactina, resisténcia sérica e padrdc de adesdo em

linhagens celulares, das amostras ESBL (+) e ESBL (-) isoladas de infeccBes

nosocomiais;

2.2. Analisar a influencia da dose subinibitéria de antibidtico B-lactdmico e das

diferentes condicles de cultivo na producio e expressdo dos fatores de viruléncia

pelas amostras em estudo



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Enterobacténas produtoras de B- lactamases espectro estendidas (ESBLs) tém se
tomado um dos maiores problemas nas ultimas décadas especiaimente em infeccbes
nosocomiais (SIU ef al,, 1889) com surtos sendo reportades no mundo tedo (WIENER
et al., 1999). Vérios trabalhos tém documentado o risco de mortaiidade devido a falhas
na identificac@o de baciérias produtoras de ESBLs (KARAS ef al, 1996). Todo bacilo
Gram negativo produz algum tipo de B-lactamase de maneira constitutiva. Porém,
muitas vezes em concentracbes muito baixas que ndo s50 capazes de degradar o anel
B —lactamico a ponto de expressar o carater fenotipico de resisténcia. Beta-lactamases
do tipo TEM-1, TEM-2 e SHV-1 sdo o principal mecanismo de resisténcia aos
antibioticos B--lactamicos em microrganismos entéricos Gram-negativos, degradando
ureidopenicilinas, piperazina-peniciina (azlocilin, mezlocilin e piperacilina) e
cefalosporinas de primeira geracdo. Mesmo quando sensivel in vifro, a eficacia clinica
destes agentes permanece duvidosa frente as B- lactamases TEM e SHV (MEDEIROS,
1993; apud CAVASSIN,2002; LIVERMORE, 1998).

A primeira B-lactamase plasmidial codificada em microrganismos Gram-
negativos, a TEM-1, foi isolada em Atenas no ano de 1963. O termo TEM deriva de
“Temoniera”, nome da paciente de cujo material clinico, uma hemocultura, foi isolada a
primeira Escherichia coli produtora desta enzima. Em pouco tempo mostrou-se
disseminada entre diferentes espécies, originando em 1969, a primeira derivada TEM-2
a partir da mudanca de um (nico aminoacido que alterou o ponto isoelétrico da

proteina de 54 para 5,6, mas n2o suas propriedades cinéticas. Atualmente mais de



90% das £.coff 530 resistentes a ampiciling, resultado da difundida producdo de TEM-1
(HERITAGE, 1989, BRADFORD, 2001; STEWART, 2001, apud CAVASSIN, 2002).

A SHV-1 foi iniciaimente denominada PIT-2 em homenagem a Pitton, que a
descreveu pela primeira vez em 1972 (HERITAGE, 1989, apud CAVASSIN, 20023,
passando a SHV devido a uma caracteristica quimica: “suffidril varidvel”. Codificada por
plasmidios em outras enterobacterias é de codificacdo cromossdmica em K
pneumoniae, com freqléncia de 80% a 90% (LIVERMORE, 1995 apud CAVASSIN,
2002; LIVERMORE, 1998). A SHV-1 possui 88 % de aminodcidos idénticos aos da
TEM-1 e um ponto isoelétrico de 7,6 (JACOBY, 2000).

O grupo OXA compreende uma série menos comum de B- lactamases
codificadas por plasmidios, que séo caracterizadas por sua capacidade de hidrolisar
oxacilina, floxacilina e meticilina, porém n&o apresentam atividade sobre os substratos
oximino. TEM-1, TEM-2, SHV-1 e em menor grau as OXA, s8o rapidamente inibidas
pelo &cido clavulanico, sulbactama e tazobactama (JACOBY, 2000).

Essas enzimas atuam por ligago covalente com o sitio carbonila do ane! beta-
lactéamico, hidrolisando sua ligagdc amida. Quando produzidas em peguenas
quantidades, contribuem fracamente com niveis de resisténcia aos antibidticos agindo,
de maneira ainda nao determinada, em acdes fisiolégicas do metabolismo da parede
bacteriana. Algumas das novas B-lactamases so produzidas por genes intercalados
no cromossomo e plasmidios, o que permite grande disseminacado e confere potencial
para epidemias (THOMSON & MOLAND, 2000).

Quatro grupos de novas B-lactamases tém se torado importantes: B-lactamases

espectro estendido, B-lactamases com reduzida sensibilidade a inibidores de



B~ lactamases, B-lactamases AmpC mediadas por plasmideos e B-lactamases que
higrolisam carbapénicos (THOMSON & MOLAND, 2000).

Existern varios esquemas de classificacBo das f-lactamases, sendo dois mais
utilizados: a classificacdo molecular ou esquema Ambler, que & utilizada pelos
pesquisadores, mas de limitado signfficade clinico ou funcional e, a classificacéo
funcional, proposta por Bush em 1889, modificada em 1995 (AMBLER, 1980; BUSH,
1089; BUSH et al., 1995).

A classificacdo de Ambler identifica grupos de B-lactamases de amplo espectre
ao nivel molecular, sendo de valor clinico restrito, uma vez que a relacdo entre
sequéncia de aminoacidos e 0 substrate ou perfil de inibidor & pequena e pode ser
alterada pela troca de um Unico aminoacido (THOMSON & MOLAND, 2000).

Quimicamente, as B-lactamases possuem uma serina ou um atomo de zinco no
sitio ativo, cada um sendo essencial para hidrdlise do anel B-lactdmico. Na
classificacdo de Ambler as serinas B-lactamases sdo subdivididas em trés classes: A
(penicilinases), C (cefalosporinases) e D (oxacilinases). As classes A e C s8o as mais
freqlientemente encontradas clinicamente. As B-lactamases da classe A incluem as
gue sao codificadas por genes cromossomais de Klebsiella spp., Profeus vulgans,
Citrobacter koseri, e muitas Bacteroides spp., bem como penicilinases mediadas por
plasmidios, B- lactamases de amplo espectro ou ESBLs (THOMSON & MOLAND,
2000). As B - lactamases da classe C (AmpC) 30 produzidas por genes cromossomais
em muitos bacilos Gram-negativos, s@o induziveis, primariamente hidrolisam
cefalosporinas e resistem aos inibidores de Blactamases. As B - lactamases da classe
D incluem as OXA B-lactamases que s8o tipicamente penicilinases mediadas por

plasmidios que $a0 capazes de eficientemente hidrolisar oxacilina e geraimente néo
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s&o bem inibidas pelo acido clavuldnico como sdc as B-lactamases da classe A. As
enzimas da classe D s80 as que contém zinco ou metalo B-lactamases (THOMSON &
MOLAND, 2000).

A classificacdo de BUSH estd baseada no perfil dos substratos e nas
caracteristicas dos inibidores, compreende quatrc grupos contendo SuUbDgrupos
designados de forma que incluam tipos de B-lactamases reconhecidos. Os principais
grupos sao: cefalosporinases (classe C de Ambler), penicilinases e B-lactarnases de
amplo espectro que sao inibidas pelo &cidc clavuldnico (classe A & D de Ambler),
metalo B-iactamases e B-lactamases ndo classificadas (THOMSON & MOLAND,
2000y,

Existem atualmente mais que setenta enzimas derivadas da famiiia TEM-1 e
TEM-2, mais de vinte derivadas da familia SHV-1 e cerca de seis na familia OXA. Cada
uma apresenta uma ou mais substituicdes de aminoacidos, que altera a configuraggo e
a capacidade de iigagéo do sitio ativo do B- lactamico, aumentando o espectro dos
substratos (JACOBY, 2000; THONSON & MOLAN, 2000). Como conseqiiéncia, essas
substituicOes podem mudar o ponte isoelétrico da enzima. A maioria € mais atuante
contra o aztreonam e a ceftadizima do que conira a cefotaxima, porém para algumas o
oposto € verdadeiro. Todas permanecem suscetiveis aos inibidores de B- lactamases
e freqlentemente as ESBLs s&o mais suscetiveis que a enzima méae. Todas tém perda
de especificidade como conseqiéncia do espectro ampliado (JACOBY, 1994: JACOBY,
2000).

O uso intensivo de cefalosporinas de espectro ampliado no final da década de 70
e durante a década seguinte, promoveu o surgimento das beta-lactamases de espectro
gstendido. As enzimas TEM-1 e SHV-1 amplamente disseminadas entre E.coli e

g



K.pneumoniae, que conferiam resisiéncia a ampicilina, piperacilina e cefalosporinas de
baixo espectro, como cefazoling, sofreram mutacdes pontuais resultando em alteracles
importantes no sitio de ligacdo efou capacidade de hidrdlise de betalactdmicos de
espectro estendido, ate entdo resistentes a inativaclo enzimatica (KNOTE, 1883,
HERITAGE, 1996, apud CAVASSIN, 2002; RICE et a/, 2000).

Descritas pela primeira vez na decada de 80, as ESBLs mantiveram sua acgao
sobre aminopenicilinas, ureidopenicilinas e cefalosporinas de baixo espectro,
estendendo para todas as cefalosporinas de espectro ampliade e moncbactamicos,
permanecendo sensiveis apenas a cefamicinas, carbapenémicos e ao blogueic com
inibidores de beta-lactamases (MEDEIROS, 1993; EISEIN, 1985, EMERY, 1997:
THOMSON, 1999; RICE, 2001, apud CAVASSIN,2002).

Esse mecanismo significou um grande impacto na pratica clinica resultando em
problemas como 0 elevado perfil de resisténcia, a multipla resisténcia associada, a
dificuldade de detecgio, a participacdo em surtos, 0 aumento nas taxas de morbidade
e mortalidade, as limitadas opcdes terapéuficas e as dificuidades na sua prevencao.
Qutro fato relevante é a sua facilidade de disseminac@o, mecanismo codificado em
grandes plasmidios conjugativos que passam facilmente entre diferentes espécies &
mesmo entre diferentes géneros (RICE, 2000).

A primeira cepa produtora de ESBL foi detectada na inglaterra e na Argentina em
1982. Na Alemanha em 1983, na Tunisia e Franga em 1984 e nos Estados Unidos em
1986 (SANDERS, 1992, apud CAVASSIN, 2002). Porém, o primeiro caso reportado foi
o relato alemao feito por KNOTE em 1983 (MEDEIROS, 1997, apud CAVASSIN, 2002),
tratando da producgio da ESBL SHV-2 em isolados de K. pneumoniae € K. czaenae e

Serratia marcescens.
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A nova enzima, SHV-2, demonstrou grande semelhanga com a j& conhecida SHV-
1, resultado da troca de apenas um aminoacido, glicina por serina, na posicio 238,
Alterac&o responsavel pelo significativo aumento do seu especiro de acéo, inativando
cefalosporinas de primeira 2 quarta geragdo, monobactdmicos e penicilinas de espectro
ampliadas e sensiveis & acdo de inibidores de beta-lactamases. Dentre os beta-
lactamicos, apenas nao degradam cefamicinas e carbapenémicos (HERITAGE, 1999
apud CAVASSIN, 2002).

ApoGs as SHV, foram descritas em 1984 derivados de TEM, resultado da alteragéo
de 3 aminoacidos em uma molécula formada por 263 aminoacidos, 2 TEM-3 (RICE,
2001, apud CAVASSIN, 2002). Atualmente as enzimas derivadas de TEM
mundialmente disseminadas séc as TEM-10, TEM-12 e TEM-26 gue compartitham uma
substituic@o serina na posicéo 162 e diferem entre si em mutacdo Gnica nas posicoes
102 e 237, demonstrando mais especificidade para ceftazidima em comparacdo para
cefotaxima, ceftriaxona e cefepime (JONES, 2000, apud CAVASSIN, 2002). Segunde
RICE (2001), as alteragbes nas moléculas originais ndo passam de 2% da estrutura
molecular total, com poucos pontos de troca de aminoécidos.

Além de derivados TEM e SHV, enzimas ndo relacionadas podem se&r
classificadas como uma nova familia de ESBLs. A definigio inicial de beta-lactamases
ESBL era baseada nos substratos de espectro estendido hidrolisados e atuaimente
inclui as beta-lactamases inibidas pelo 4cido clavulanico. Deste modo, a nova definicao
inclui como ESBLs enzimas dos grupos 1 & 4 de Bush-Jacoby-Medeiros derivadas de
TEM-1, TEM-2 e SHV-1, assim como K-1, CTX-M e algumas OXA beta-lactamases

(BRADFORD, 2001}, além de PER, VEB, CME, TLA, IMP, SFO, GES, entre outras,
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totalizando mais de 150 ESBLs de diferentes classes, em um universo de mais de 340
beta-lactamases descritas (BUSH, 2001).

A cefotaximase CTX-M € uma enzima relacionada 3 classe A de Ambler, com
baixa correlacdo com as enzimas TEM e SHV, apenas 40% de similaridade. Descrita
na Alemanha e no Leste Europeu no inicio dos anos 90 (MEM-1 ou CTX-1), esta hoje
disseminada em uma grande variedade de enterobacteriaceas. Estudo filogenético da
familia CTX-M reveiou quatro grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8 e Toho. Até 2.000,
ainda néo haviam sido descritas na Europa Ocidental & América do Norte. A CTX-M-2
tem sido documentada na Argentina, Uruguai e Paragual principalmente em K
pneumoniae, além de E. cofi, Proteus mirabilis, Shigella spp, Enterobacter clocae,
Morganeila morganii € Citrobacter freundii (CASELLAS, 2000, apud CAVASSIN, 2002},
Sao0 11 enzimas, das quais 8 foram descritas nos dltimos 3 anos. Acredita-se que sua
caracteristica marcante seja decorrente da presenca de serina na posicéo 237. A
grande afinidade por cefotaxima e baixa afinidade por ceftazidima e aztreonam, chega
a indices de atividade hidrolisante de 300:1, fato que deve ser iembrado no momento
da escolha dos substratos utilizados nos testes de detecc@o. (CASELLAS, 2000,
BONNET, 2001, apud CAVASSIN, 2002). Apresentando sensibilidade ac bloqueio por
inibidores de bheta-lactamases, preferencialmente o tazobactam.

As enzimas OXA constituem uma familia em crescimento dentro das ESBLs.
Estas beta-lactamases diferem das plasmidiais classicas TEM e SHV por pertenceram
2 classe molecular D e grupo funcional 2d de Bush-Jacoby-Medeiros. Conferem
resisténcia a ampicilina e cefalotina e sdo caracterizadas por sua elevada atividade
hidrolitica frente oxacilina e cloxacilina e pela fraca inibicdc por inibidores de beta-

tactamases como ¢ acide clavulénico, com excecdo da OXA-18. S8o descritas enzimas
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OXA com atividades de ESBL, e outras ndo ESBL como a OXA-20, OXA-22, OXA-24.
OXA-25, OXA-26, OXA-27, e OXA-30. De maneira geral, sdo encontradas
principalmente em Pseudomonas aeruginosa, com o relato de codificacdo também em
Acinetobacier baumannii, a OXA-21. Ndo s8o conhecidos os motivos, mas muitos dos
novos membros da familie OXA vém sendo isolados principalmente em focos na
Turquia e Franca, ndo sendo descritos com a mesma fregliéncia em outros locais
(BRADFORD, 2001, apud CAVASSIN, 2002).

O primeiro grande surio descrito por produtoras de ESBLs ocomreu no sudoestis
da Franga de 1985 a 1987, desde entdo, as ESBLs tém se tormado cada vez mais
prevalentes, principaimente entre isolados de Kiebsiella spp., em especial Klebsiella
pneumoniae, chegando a 40% em ambiente hospitalar. Preferéncia justificada talvez
pelo fato de serem habeis carreadoras de plasmidios e resistentes & dessecacéo em
superficies, no ambiente e na pele (LIVERMORE, 1995; JONES, 1998 apud
CAVASSIN, 2002; LIVERMORE, 1998).

Em vista das falhas terapéuticas decorrentes de problemas com a detecgdo de
amostras ESBL em baixos niveis, 0 NCCLS determinou novas recomendacbes para ¢
diagndstico e a interpretagdo do mecanismo codificado por ESBLs. Ficou definido um
sistema em dois passos: primeiro, todo isolado clinico identfficado como K
pneumoniae, K. oxytoca e E. cofi, devem ser avaliados segundo técnicas de deteccaa
(screening). segundo, as amostras com os resultados screening positivos devem
passar pelos testes de confimacéo (NCCLS, 2002).

O primeiro passo, o screening, é definido por novos critérios de interpretagio da
sensibilidade, com novos valores de CIMs e tamanho dos halos de inibicdo, validos

para cefalosporinas de terceira geragéo e monobactam, denominadas drogas-chave:
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ceftazidima, cefpodoxina, cefotaxima, ceftriaxona e aztreonam. Os baixos niveis de
resisténcia conferidos por algumas ESBLs frente a diferentes cefalosporinas podem
estar na faixa de interpretacao sensivel quando utilizados breakpoints tradicionais para
bacilos Gram-negativo. Constitui um procedimento i8cnico de baixo cusio e fack
operacionalizagdo, porém, com limitagdes quanto a sua acuracia (REIS, 1999, apud
CAVASSIN, 2002).

O segundo passo, para confirmacao utiliza testes quantitativos ou gualitativos
para demonstrar o bloqueio da atividade enzimatica na presenca de inibidores de beta-
lactamases conira as drogas-chave. A recuperacdo da sensibilidade observada nas
produtoras de ESBLs resulta da inibig8o irreversivel sofrida pelas enzimas (SANDERS,
1993, apud CAVASSIN, 2002},

Os testes sdo realizados com as drogas-chave isoladamente e em associagio
com bloqueadores, sendo 0 acido clavulanico o inibidor mais indicado. De maneira
geral, nas técnicas qualitativas a presenca de ESBLs é visualizada pelo aumento de 5
mm ou mais nos tamanhos dos halos apds a adicdo do inibidor, enguanto que, com
técnicas quantitativas, a diminuicdo das CiMs em trés ou mais diluicdes logaritmicas
(logz), confirma a presenga de ESBLs (THONSON, 2000).

Seguindo ambas as propostas, diferentes técnicas foram desenvolvidas, cada
qual com vantagens e desvantagens, assim com diferentes valores de sensibilidade e
especificidade (REIS, 1999 apud CAVASSIN, 2002). Entre elas: Etest ESBL; Etest das
grogas-chave, diluicdo, com os sistemas MicroScan (Dade Behring, Sacramento, CA) e
Vitek (Biomerielix, Haslewood, Mo.) ou em tubos; adico de clavulanato aos discos das
drogas-chave; teste tridimensional e, como padrdo ouro, técnicas moleculares para

avaliacdo de plasmidios (BROWN, 2000, apud CAVASSIN, 2002). Entretanto,
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nenhuma técnica fenotipica apresenta isoladamente sensibilidade e especificidade de
100% (BRADFORD, 2001).

Até o momento, a terapia de maior seguranga contra ESBL parece ser 0 uso de
carbapenémicos. Apreseniam consistente efeito bactericida mesmo na presenca de
elevados indculos, porém seu uso se da sob o risce de selecdo de microrganismos

resistentes (MEDEIROS, 1983; FILE, 1999; RICE, 2001, apud CAVASSIN, 2002).

A veiocidade e a qualidade de deteccdo da resisténcia ESBL é de exirema
relevancia. O uso prévio de antibidticos, em especial ceftazidima, parece ser fator
importante na aquisicao de produtores de ESBL. Com a possibilidade de disseminacéo
para outras enterobactérias, € critica a monitorag&o deste mecanismo nestas espécies
(CAVASSIN, 2002).

A detecclo correta e precoce da produgio de ESBLs pelo laboratério de
microbioiogia, a ateng&o ao uso racional de antimicrobianos e a pronta contengdo com
uso de barreiras sdo medidas essenciais para prevenir a disseminacdc em um
ambiente nosocomial (MEDEIROS, 1993, apud CAVASSIN, 2002).

Kiebsiella pneumoniae foi primeiro reconhecida por Friedlander em 1882 comg
um patégeno pneumodnico virulento (HORNICK et al., 1992), e permaneceu como
causa de pneumonias severas, com indice de mortalidade excedendo 30% apesar do
tratamento apropriado com antibidticos.

Como um patdgeno oportunista, Klebsiella spp, ataca principalmente individuos
imunocomprometidos que sdo hospitalizados e sofrem de severas doencas como
diabetes meliitus e obstrucdo pulmonar cronica. Infeccdes nosocomiais s&o causadas

principalmente por Klebsiella pneumoniae, a espécie clinicamente mais importanie do

género (PODSCHUN & ULLMANN, 1998).
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E estimado que Klebsiella spp. causa 8% de todas as infecces bacterianas
nosocomiais nos Estados Unides e na Europa. Como causa de nosocomial bacteremia
provocada por Gram-negativos, Klebsiella € a segunda e £.coli a primeira (DUGGAN,
et al, 1985, PITTET ef al, 1993; YINNON, ef &/, 1996; MURRAY ef al., 2002).

Klebsiella spp. s&o ubiquas na natureza, sendo encontradas na agua, esgoto,
solo, plantas e colonizando a superficie mucosa de mamiferos como homens, cavalos
e suinos. Neste aspecto s&o semelhantes a Enterobacter e Citrobacter, mas diferentes
de Shigella spp. e E.cofi que sdo comuns em humanos mas ndo no ambienie. Em
humanos as K. pneumoniae estéo presentes como sapréfitas na nasofaringe e no trato
intestinal. A detecgdo em amostras de fezes varia de 5 a 38%, enguanic na
nasofaringe varia de 1 a 6% (ROSE & SCHREISER, 1968; DAVIS & MATSEN, 1974,
ROSENTHAL & TAGER, 1975 apud PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

Devido as condicdes nao favordveis ao crescimento de bactérias Gram
negativas na pele humana, Klebsiella spp. sao raramente encontradas neste tecide
sendo vistas como membros transitérios da microbicta (KLOOS & MUSSELWHITE,
1975, apud PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

Em ambiente hospitalar a porcentagem de colonizacio estd diretamente
relacionada com o tempo de permanéncia no hospital. A porcentagem de isolados em
fezes de pacientes hospitalizados é de 77%, na faringe de 19%, e 42% nas maos dos
pacientes (JOHANSON ef al, 1969; DAVIS & MATSEN, 1974; COOKE et al, 1979,
apud, PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

Além dos equipamentos médicos contaminados, devido a falta de procedimentos

higiénicos corretos e produtos sangulineos, o reservatdrio principal para transmisséo de
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Klebsiella spp no hospital s&o as méos dos funcionarios e ¢ trato gastrointestinal dos
pacientes (MONTGOMERIE, 1879, apud PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

O género Escherichia consiste em cinco espécies, sendo E.cofi a mais comum e
clinicamente importante. Cepas de E.colf responsaveis por doengas Ccomo
gastroenterites e infecgdes das vias urindrias  possuem fatores de viruléncia
especializados. Duas categorias gerais destes fatores sdo as adesinas e as exotoxinas
(MURRAY, ef al., 2000). A E.coli é capaz de permanecer no trato gastrintestinal ou nas
vias urinarias em virlude de sua capacidade de aderir as células que revestem estes
tratos, e evitar a sua eliminacéo em conseqiéncia da motilidade intestinal e da acao do
fluxo urinario. As cepas de E.coli possuem numerosas adesinas altamente
especializadas como: pili tipo | e os fatores de colonizagdo (CFA/ | e CFA/ th em E.coff
enterotoxigénica ; as fimbrias GVVPQ em E.coli enteroagregativa; os pili formadores de
feixe {Bbp, bundle - forming pili ) e a intimina em E.coli enteroagregativa; e os pili P,
adesinas afimbriais { AFA | e AFA Ill) e adesinas Dr. em E.coli uropatogénica
(MURRAY, et al., 2000).

E. coli enterotoxigénica produz toxinas termoestaveis (Sta e Stb) e termoldbeis
(LT-l e LT-Hl). E.coli enterohemorragica produz toxinas semelhantes & toxina Shiga
(SLT - f e SLT — li). Foi constatado que E.cofi enteroagregativa produz uma toxina
termoestavel, enquanto as hemolisinas (HLyA) sdo importantes em E.coff
uropatogénicas (MURRAY, et al., 2000).

Existe um grande numero de E.coli no trato gastrintestinal, e, com freqiéncia,
estas bactérias constituem causa de sepse, meningite neonatal, infeccbes das vias
urinarias e gastroenterites. E. cofi constitui o bacilo Gram-negativo mais comum

isolado de pacientes sépticos, e & respanséve! por mais de 80% de todas as infeccbes

16



das vias urinarias adquiridas na comunidade, e pela maioria das infecgdes hospitalares
(MURRAY, et ai., 2000}.

Especialmente preocupantes s&o o0s surtos de infecgdes hospitalares causadas
por linhagens mulliresistentes. Desde 1982, linhagens produloras de ESBL estio
envolvidas nestas infecgbes (REISH et al, 1993). A producao de ESBL freglientemente
é acompanhada por multiresisténcia a antibidticos tomando as opcdes de tratamento
limitadas. Até o momento linhagens de K. pneumoniae e E. cofi eram suscetiveis aos
carbapenémicos como imipenem € meropenem, entretanto ja tém sido iscladas
iinhagens que apresentaram uma resisténcia adicional ao imipenem. Estas linhagens
possuem plasmidios transmissiveis que codificam betaJactamases do tipo AmpC
(BRADFORD et al., 1997},

As especies de Klebsiella sdo geralmente identificadas e diferenciadas de
acordo com suas reagbes bioquimicas. O género € definido como formado por bacilos
Gram-negativos ndo moveis usualmente encapsulados que produzem lisina
descarboxilase, mas nao omitina descarboxilase, que sio geralmente positivos no teste
de Voges-Proskauer (EDWARDS & ERWIN, 1986, apud PODSCHUN & ULLMANN,
1998).

Lima variedade de métodos tem sido usada com varios graus de sucessc na
tipagem de Klebsiella: biotipagem, sorotipagem, fagotipagem, tipagem por bactericinas
e métodos de tipagem molecular (PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

A sorotipagem € a técnica mais largamente utilizada, sendo baseada nos tipos
de antigenos capsulares que s8o bem desenvolvidos nesse género dando as suas

coldnias aparéncia mucoide. De 82 antigenos capsulados descritos, 77 formam a base



de um esquema intemacionalmente conhecido (ORSKOV & FIFE-ASBURY, 1977
ORSKOV & ORESKOV, 1984, apud, PODSCHUN & ULLMANN, 19898).

Tém sido descritos 08 diferentes antigenos do tipo O em Kiebsiella, porém de
dificil classificagc@o porgue sua determinacéo ¢ dificultada pelos antigenos capsulares
que s@o estaveis ao aquecimento {ORSKOV & FIFE-ASBURY, 1977; ORSKOV &
ORSKOQV, 1984, apud, PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

A tipagem através de antigenos capsulares, mostra boa reprodutibilidade e &
capaz de diferenciar muitos isolados clinicos (AYLING-SMITH ef a/.,1990). O ponto
fraco deste método é o grande nimero de reagdes cruzadas que ocorre entre os 77
tipos de antigenos, necessitando que os soros individuais sejam absorvidos o que
demanda muito tempo para a realizagéo do teste e, a subjetividade das interpretaces
devido as reagbes fracas. Como os soros anticdpsula de Klebsiella ndo sdo
comercializados, esta técnica é realizada apenas em laboratdrios especializados
(PODSCHUN & ULLMANN, 1988). Nem a tipagem bioquimica, por bacteriocinas e per
fagos sozinhas s@o suficientemente discriminativas e reproduziveis para uso em
estudos epidemiologicos. A combinag@o da biotipagem e sorotipagem possibilita 2
diferenciagéo de um grande numero de biosorotipos (RENNIE & DUNCAN, 1974, apud
PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

infecgbes nosocomiais provocadas por Klebsiella envolvem mais comumente o
trato urinario e o respiratorio, como estes locais diferem consideravelmente nos tipos
de mecanismos de defesa apresentados pelo hospedeiro, poderia ser esperado que o
padrac de fatores de virulencia encontrados em linhagens gque produzem infecctes
urinarias difere daqueles observados em linhagens isoladas de infecgbes pulmonares

{(PODSCHUN & ULLMANN, 1998).
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Pesquisas'tém identificado cinco principais tipos de fatores de vinuléncia que
contribuem para & patogenicidade de Klebsiefla spp., estes so: Antigenos capsulares,
Fimbrias (pili), resisténcia ao soro, lipopolissacarideos e producédo de siderdforos
(PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

Klebsielia spp., usualmente desenvolve uma proeminente capsula composta de
polissacarideos acidos, consistindo de quatro a seis subunidades de aglcares e
freqUentemente de acido urbnico. A capsula € essencial para a viruléncia de Kiebsiella
spp., pois forma um envoitdrio de estruturas fibrilares que recobrem a superficie da
bactéria, protegendc contra a fagocitose e prevenindo a acao bactericida do soro
(WILLIAMS et al, 1983; CRYZ et al, 1984; HIGHSMITH & JARVIS 1985). QO
mecanismo molecular presumivelmente consiste da inibicBo da ativacdo dos
componentes do sistema complemento, especialmente o componente C3b (WILLIANS
& TOMAS, 1990). Segundo YOKOSHI et al, (1979) citado por PODSCHUN &
ULLMANN (1998), além de sua funcdo antifagocitéria, os polissacarideos capsulares
poderiam inibir a diferenciac&o e a capacidade funcional dos macréfagos in vitro. Esta
consideracdo foi abandonada porque tém sido observadas diferencas na viruléncia
entre tipos capsulares diferentes. Linhagens expressando os antigenos capsulares K
g K2 foram encontradas sendo virulentas para camundongos, enquanto isclados de
outros sorofipos mostraram baixa ou nenhuma viruléncia (MIZUTA et al, 1983). Em
lesGes experimentais de pele em camundongos, linhagens dos sorotipos K1, K2, K4
K5 foram mais virulentas que aquelas expressando outros antigenos capsulares
(SIMOONS — SMIT et al,, 1984).

A viruléncia conferida a um antigeno K em particular pode estar ligada ag

¢ontetdo de manose dos polissacarideos. Tipos capsulares com baixa viruléncia, como
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os antigenos K7 ou K12, contém seqiiéncias repetitivas de manose. Estas seqiéncias
séo reconhecidas por lectinas de superficie de macrofagos, que estariam mediando a
fagocitose independente da opsonizagdo, conhecida como lectino-fagocitose (ATHAMA
et al; 1988; OFEK ef al, 1993). Lectinofagocitose pode ser mediada por lectinas da
superficie bacleriana como fimbrias ou por lectinas dos fagécitos que atuam come
receptores.

Tentativas de correlacionar os sorotipes individuais com os sitios de infecgdo ou
com sintomas clinicos tém sido contraditdrias. Muitos trabalhos, entretanto, mostram
que o soratipo K2 esta entre os mais comuns tipos capsulares isalados entre pacientes
com pneumonia, infecgbes urindrias e bacteremias (EDMONDSON ef al, 1980
PODSCHUN, 1990, apud PODSCHUN & ULMMANN, 19983,

Devido suas propriedades endotdxicas, os lipopolissacarideos presentes na
membrana externa de bactérias Gram-negativas s&o considerados importantes em
sepse. Os antigenos O dos lipopolissacarideos de Klebsiella spp eram tidos como
sendc mascarados pelos polissacarideos da cépsula e assim néo eram expostaos nas
superficies. Estudos recentes, entretanto t8m demonstrado a exposicdo desses
antigenos em linhagens apresentando determinados sorotipos capsulares (TOMAS ef
al. 1988; apud PODSCHUN & ULLMANN, 1998). O pequeno numero de dfferentes
antigenos O de Klebsiella representa uma grande vantagem com respeito a sua
aplicabilidade como vacina. Ao contrario dos antigenos K (capsulares), somente oito
tipos de antigenos O s@o conhecidos, sendo O1 o mais comumente encontradc em
isolados clinices.

Como um primeiro passo ne processe infeccioso, os microrganismos devem ficar

o mais proximo possivel da superficie mucosa do hospedeiro, mantendo esta
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proximidade peia ligacdo com as células do hospedeiro. As propriedades de adesio
das Enterobactenaceas sao geralmente mediadas por diferentes tipos de pili (OFECK &
DOYLE, 1994 apud PODSCHUN & ULLMANN, 1988).).

Pili s8o demonstrados através de sua habilidade de agiutinar eriirdcitos de
diferentes espécies animais. Se a reacgao for inibida por D-manose, estas adesinas sao
designadas como hemagiutininas manose-sensiveis, se nao houver inibicdo sio
consideradas manose resistentes (MSHA e MRHA) respectivamente (OTTOW, 1975,
apud PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

Dos diferentes tipos de pili descritos em enterobactérias, dois s8o predominantes
em Klebsiella spp. (OLD et al., 1995): Pili tipo 1 s&c MSHA gque aglutinam hemaécias de
cobaias. A relevancia deste pili para a viruléncia bacteriana estéd em pemitir a ligacéo
da bactéria ao muco ou as céiulas epiteliais dos tratos urogenital, respiratério e
intestinal (VENEGAS et al, 1995); pili tipo 3 aglutina hemacias que tenham sido
tratadas com acido té&nico. Embora o nome hemagiutinacdo manose-resistente
Klebsielfa like (MR/K-HA), impliqgue que este tipo de fimbria seja sintetizado somente
por Klebsiella spp, estudos tém demonstrado que o pili tipo 3 ocorre em muitos géneros
de enterobacterias (CLEGG & GERLACH, 1987). Estudos soroldgicos tém mostrado
uma consideravel diversidade antigénica entre os pili do tipo 3 nos diversos géneros de
enterobactérias (OLD ef al., 1985). Linhagens de K. pneumoniae que expressam pili do
tipo 3 aderem em células endoteliais e em células epiteliais do trato respiratério e
urogenital (HORNICK ef al.,1992; TARKKANEN ef a/.,1997).

A ligacéo a eritrocitos tratados com acido tanico é inibida por espermidina, uma
poliamina que tambem € secretada na urina (GERLACH et &/, 1989). Desde que a
espermidina € exposta na superficie de eritrocitos lisados, tem sido sugerido que a
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hemaglutinacéo MR/K é mediada por espermidina (GERLACH ef al., 1989). isto pode
explicar porque o pili do tipo 3 se liga a eritrécitos tratados com acido tanico, mas ndo
em eritrocitos n&o tratados.

Trés novos tipos de adesinas foram descritas nos ultimos tempos em Klebsielia
spp.. uma adesina codificada por plamidio CF239K, que medeia a aderéncia em céluias
humanas das linhagens intestinal-407 e CaCo-2 (DARFEUILLE-MICHAUD ef al., 1992).
Este tipo de adesina parece ser idéntica a adesina CS831-A encontrada em linhagens
de E.cofi isoladas de diarréias (D] MARTINO ef a/, 1995). e pertencente 4 familia das
adesinas K88. Dados sugerem que CF29K provaveimente seja um produto da
transferéncia genética de determinantes de CS31A de E.coli para linhagens de K
pneumonige no intestino humano (PODSCHUN & ULLMANN, 1998). O padrio de
adesdo0 agregativa em linhagens de células intestinais é mediado por outra adesina de
K. pneumoniae que parece ser composta de material extracelular semelhante ao da
capsula (FAVRE — BONTE ef al, 1995). O terceiro tipo de fator de colonizagdo do
intestino humano é uma fimbria que tem sido chamada KPK-28 (DI MARTINO ef al.,
1996). Este tipo de fimbria tem sido encontrada na maioria das linhagens produtoras de
beta-lactamases do tipo CAZ- 5/SHV4.

A primeira linha de defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores inclui,
em adicdo a fagocitose por polimorfonucleares, ¢ efeito bactericida do soro. A atividade
bactericida do soro € mediada por proteinas do sistema complemento. Apds a ativacao
em cascata estas proteinas se acumulam formando o complexo de ataque & membrana
na superficie do microrganismo (TAYLOR, 1983; apud PODSCHUN & ULLMANN,
1998). Este complexc consiste das proteinas terminais do complemento C5b - C@,
produzem um poro gue atravessa a membrana externa de bactérias Gram negativas,
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levando ao influxo de sodio e subseqliente lise osmética da bactéria (RAMM ef al,,
1983; TAYLOR et al,, 1985).

A cascata do complemento pode ser ativada por dois mecanismos diferentes: a
via classica, que requer anticorpos especificos para ser ativada ¢ a via alternative que
pode ser ativada na auséncia de anticorpos. A via altemativa € um mecanismo da
imunidade inata que protege o hospedeirc da invasdo de microrganismo mesmo antes
da produg&o de anticorpos especificos. Ambas as vias levam a ativacio da proteina
C3, que forma a opsonina C3b, resultande na formagdo do complexo terminal C5b- C8,
gue desempenha papel chave neste sistema de defesa (JOINER, 1988).

Microrganismos patogénicos desenvolvemn estratégias para burar a acéc
bactericida do soro. Muitas bactérias Gram-negativas comensais s&c sensiveis ao
efeito bactericida do soro humano, enquanto linhagens patogénicas freqiientemente
exibem propriedades de resisténcia ao soro (OLLING, 1977, apud POUDSCHUN &
ULLMANN, 1998). Enterobactérias isoladas de casos clinicos freqientemente mostram
resisténcia ao soro; a capacidade de resistir ac soro tem sido correlacionada com o tipo
de infecg@o e a severidade dos sintomas. Diferengas no grau de suscetibilidade a acéc
bactericida do soro podem determinar se a linhagem € habil para infectar e o tempao
que esta leva para provocar a infecgdo (POUDSCHUN & ULLMANN, 1998).

O crescimento das bactérias nos tecidos do hospedeiro é limitada ndo somente
pelos mecanismos de defesa como também pelo suplemento de ferro disponivel. G
ferro & um fator essencial para o crescimento bacteriano (GRIFFFITHS, 1987; apud
POUDSCHUN & ULLMANN, 1998). O suplemento de ferro livre no tecido do
hospedeiro € muito baixo, porgue este elemento estd ligado intracelularmente a
proteinas como hemoglobina, ferritina, hemosiderina e mioglobina e extracelularmente
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a proteinas ligadoras do ferro de alta afinidade, como lactoferrina e transferrina
(BULLEN ef al, 1978; apud POUDSCHUN & ULLMANN, 1998).

Muitas bactérias para retirar ferro dos tecidos, secretam substéncias quelantes
de ferro de aita afinidade e baixo peso molecular chamadas sideréforos gue séo
capazes de competitivamente tirar o ferrc das proteinas dos hospedeiros
(POUDSCHUN & ULLMANN 1998).

Sob condigdes de deficiéncia de ferro, enterobactérias sintetizam uma variedade
de siderGforos gue pertencem a dois diferentes grupos quimicos: hidroxamato &
fenolato. No grupo fenoiatc o sideréforo mais conhecido é a enterobactina, também
conhecida como enterocolina. Este siderdforo € o principal sistema de retirada de ferre
de enterobactérias e s&o sintetizados por quase todos os isolados clinicos de E.cofi e
Saimoneila spp (GRIFFFITHS et al., 1988; apud POUDSCHUN & ULLMANN 1998).

Entre os siderdforos do tipo hidroxamato, a aerobactina € um dos mais
importantes. Em contraste com a enterobactina, a contribuico da aerobactina para &
viruléncia das bactérias tém sido claramente demonstrada (DE LORENZO &
MARTINEZ, 1988).

No género Kiebsiella spp, a producéo de ambas entercbactinas e serobactinas
tém sido demonstrada. Uma associacao entre g sintese de aerobactina e viruléncia de
linhagens de Klebsiella foi demonstrada por NASSIF e SANSONETTI (1988},

Dados sobre a incidéncia de linhagens de Klebsiefla produtoras de aerobactina
indicam que este siderdforo ndo desempenha um papel central na patogenicidade do
género Klebsiefla (POUDSCHUN & ULLMANN, 1908).

Como em muitas enterobactérias, e como tem sido especialmente bem estudaco

em £.coli, outros fatores de viruléncia tém sido demonstrados em Kigbsiefla spp. A
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producdo de citotoxinas, enterotoxinas e hemolisinas era relatada como tendo um
papel menor na viruléncia de K. pneumoniae, entretanto trabalhos recentes iém
apontado as citoloxinas e hemolisinas de K. pneumoniae como importantes fatores de
viruiéncia (SINGH ef a/.,200C}.

As infeccbes, com excecdo da meningite neonatal e gastroenterites, s&o em sua
maioria endogenas, isto é a microbiota do individuo é capaz de estabelecer uma
infecg@o quando ocomre comprometimento das defesas do hospedeiro (MURRAY, et af,,
20083

A colonizacdo renal é o fator predisponente & septicemia, devide a intensa
vascularizacdo desse Orgdo (TRASBULS! ef af., 1998).

A mortalidade associada a septicemia por bactérias Gram-negativas &
influenciada pela fonte da infecgo e pela doenga subjacente do paciente, com
incidéncia significativamente maior em individuos imunocomprometidos (MURRAY ef

al. 200G}




4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

Foram estudadas 18 amostras iscladas de hemoculturas de 17 criancas
apresentando diferentes tipos de patologias e submetidas a tratamento
imunossupressor no ano de 2001, do Centro Infantil Dr. Domingos Boldrini (CIB)
Campinas (SP) conforme distribuicdo encontrada no quadro 1. A classificacdo das

amostras como ESBL (+) ou ESBL (-} foi realizada no Laboratérioc de Microbiologia

Clinica do CIB.

Quadro 1. Amostras ESBL (+) e ESBL (-) isoladas de hemoculturas de pacientes
imunossuprimidos utilizadas no presente estudo.

£8BL — Positivas ESBL — Negativas
N° amostra Bactéria N° amostra Bactéria
804(1)y K. pneumoniae 1747(14)* E. coli
806(2) K pneumoniae 2113(15) E. coli
1182(3) K pneumoniae 1158(16) E. coli
1475(4) K. pneumoniae 1219(17) K. pneumoniae
1652(5) E. coli 2362(18) K. pneumoniae

1742(8} E. coli
1745(7) K pneumoniae
1750(8) K. pneumoniae
2142(9) K. pneumoniae
2353(10) K. pneumoniae
2420(11) K pneumoniae
2127(12) E.coli
294(13) E.coli

* Amostras isoladas do mesmo paciente
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4.2. Caracterizacao Bioguimica das amostras

A identificacdo bioguimica das amostras foi inicialmente realizada nc Laboratério
de Microbiclogia do CIB. Os testes bioquimicos utilizados foram: Triplice Aclicar Ferro
(TSI), Citrato, Ureia, Indol, Lisina, Fenilalanina, Omitina e Arginina (KONEMAN et a/.,
2001). O reisolamento das amostras foi realizado a partir do meio Mac Conkey e dos

testes bioquimicos em meios de EPM (TOLEDO et al, 1982a) Mili (TOLEDO, 1982b) e

Citrato de Simmons (Difco®).

4.3. Determinag¢ao do Padrac de Resisténcia as Drogas Antimicrobianas e do
Padriao ESBL(+) e ESBL ()

A determinacéo do padrio de resisténcia a antibidticos e deteccéo de ESBL foi
realizada no Laboratdrio de Microbiologia Clinica do CIB, seguindo o método de
Double-disc-synergy (DDS) de acordo com normas preconizadas pelo National

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002),

4.3.1. Teste de Double-disk-synergy {DDS)

O teste de DDS e uma técnica qualitativa baseada no principio do blogueio da
atividade enzimatica das ESBL sobre drogas-chave, proposta por JARLIER (1988)
apud BRADFOR (2001), baseado na metodologia de disco difusdo de KIRBY- BAUER.
Neste procedimento foram utilizados discos com drogas-chave isoladas e, em
associagdo com drogas bloqueadoras de beta-lactamases como ¢ acido clavulanico.

A presenca de ESBL foi determinada pelo aumento de 5mm ou mais nos tamanhos dos
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halos de inibicgo apds a adicdo do inibidor. De acordo com o tamanho dos halos de
inibicBc apresentados, as amostras foram classificadas em sensiveis, resistentes,

ESBL(+) e ESBL(-), seguindo tabela padric da NCCLS (2002), Figurai.

4.3.2. Drogas Antimicrobianas

Foram avaliadas dezessete (17) drogas antimicrobianas. Quadro 2.

As drogas-chave indicadas pela NCCLS para detecgdo de ESBL (+) em amostras
ciinicas utilizadas foram: Acido Clavulanico + Amoxicilina, Azireonam, Cefotaxima,

Ceftazidime e Cefiriaxona.
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Figura 1. Determinacéo do padrdo ESBL {+) e ESBL (-) através do teste de Double-
disk synergism (DDS).

1.A— K. pneumoniae ESBL {+}

1.B — K. pasumoniae ESBL )

1.C ~ E. coli ESBL {+)

1.D—E. coif ESBL {-)



Quadre 2. Drogas antimicrobianas utilizadas na execugio do {este de antibiograma &
determinacdo do padrao ESBL(+}.

Antibidtico Sigla Concentracao/Disco{ug} Fabricante

Acido Clavulanico +

Amoxicifina AMC 30 Cacon
Arnicacina Al 30 Cecon
Ampicilina AMP 10 Cefar
Ampiciling +

Subactam SBA 20 Cacon
Azirsonam ATM 30 Cefar
Cefoxitina CFO 30 Cefar
Cefaiclina OFL 30 Cefar
Cefepims CPM 30 Cecon
Ceftazidime CAZ 30 Ceton
Ceftriaxona CRG 30 Cecon
Cefotaxima CTX 3G Cefar
Ciprofioxacina ciP 5 Cacon
Cloranfenico CLO 30 Cecon
imipenem PM 10 Cefar
Levolloxacina LvZ 5 Cefar

Piperaciclina +
Tazobaciam TZPR 140 Ooid

Sujfazoirim SUT 25 Cacon




4.4. Determinacgao da Concentracfio Inibitéria Minima de Antibidtico B-lactamico

sobre amostras de Kiebsieilla pneumoniae e Escherichia coii ESBL (+) pelo

método de diluicdes

Para a realizacdo deste experimento, as amostras de K. pneumoniae e
Escherichia coli ESBL (+) foram previamente cultivadas em tubos contendo 3 mL de
meio Brain Heart Infusion (BHIDifco®), incubadas durante 18 horas a 37°C. Em
seguida foram diluidas em salina estéri! 0,15 M de modo a atingir a concentracac de
0.5x10% UFC/mL, sendo que 100 ul dos indculos foram entdo transferidos para tubos
contendo 3 mbL de meio Muller-Hinton, adicionado do antibidtico Ceftriaxona
(CRO!Roceﬁm/Roche@) em concentragbes que variaram de: 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 &
256 pgfmi, seguindo orientagfes de KONEMAN et a/.,(2001) e do NCCLS (2002).
Cada amostra e respectivas diluicdes foram testadas em duplicata. Como controle da

eficacia da droga foi feito o cultivo das amostras ESBL (-), nas mesmas condices.

4.5, Detecgao de citotoxinas

4.5.1. Producdo de Hemolisinas

4.5.1.1. Producdo de hemolisina em placas de agar-sangue em diferentes

condigdes de aeracao
As bactérias foram cultivadas na presenca e na auséncia da dose subinibitéria

{100 upg/mlL) de ceftriaxona (determinada anteriormente pelo teste de diluicdo em
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tubos), em placas de agar-Malier-Hinton (Oxoid®), BHI e Liria - Bertani (LA/Oxoid®)
adicionadas de 5% de sangue desfibrinado (AUDREU et af,1997). Os sangues
utilizados foram de carneire, eqlino e humano. As amostras foram inoculadas por
picada diretamente do esiogue ou apds cultive estatico em caldo BHI, incubadas a
37°C, durante 24 horas. Um grupo de placas foi incubadc em aercbiose e ¢ outro em
jarras de anaerobiose com envelope de anaerogen (Oxoid®), que gera uma atmosfera
de 7% de CO2, a 37°C, durante 24 horas. Apds este tempo foi realizada a primeira
ieftura. Em seguida, as placas foram mantidas “overnight” a 4°C, apds o que foi
realizada a segunda leitura, para verificar a presenca de hemdlise. Como controle

positivo e negativo foram utilizadas as amostras E.coli P46 e E.cofi K12 (DH5a),

respectivamente,

4.5.1.2. Producao de hemolisina extra e intracelular em diferentes condigdes de

aeragao

4.5.1.2.1. Condicdes de cultive

As bactérias foram cultivadas em 10 mL de meio TSB (caido triptico de
sojaiOxoid®), BHI, BHI suplementado com 1% de glicose e 0,03% de L-Lisina, pHE&Ge
7,4, respectivamente e, em meio Liria Bertani tamponado com 2,8 g/l de Na,HPOs e
0,1 g/l de KH2PO4, adicionados ou ndo da dose subinibitéria de Ceftriaxona, com
agitagao a 150 rpm e em cultura estatica em jarras de anaerobiose contendo envelope

de anaerogen, como citado anteriormente, durante 18 horas a 37°C. Em seguida foram



centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Foram coletadas aliquotas de 500 ul. dos
sobrenadantes, que foram mantidas sob refrigerac¢do até o momento do uso.

Os sedimentos obtidos apés a cenirifugagac das culturas foram lavados duas
vezes com tampéao fosfato salina (PBS) 0,05 M, pH 7,4 e, em seguida sonicados em 3
ciclos de 10 segundos, em seguida centrifugados a 10.000 rpm, durante 10 minutos,

sendo os sobrenadantes mantidos sob refrigeracac até o momento do uso.

4.5.1.2.2. Realizacdo do teste

Em uma parte dos sobrenadantes foi adicionado DTT (Dithiothreitol/Sigma®), na
concentragao de 1 pg/mL. Em seguida foram realizadas diluicSes seriadas em PBS pH
7,4 (0,05 M), volume a volume, em placas de microtitulacdo (Costar®), seguindo
método descrito por BHAKDI et al. (1986). Apds o que foram adicionados 50 plL de
hemacias de cameiro, eqlinas e bovinas, lavadas e diluidas a 1% em PBS. As placas
foram incubadas a 37°C em banho-maria, durante 1 hora. Depois incubadas a 4°C,

“gyernight’. Os sobrenadantes dos sonicados foram testados, conforme descrito

anteriormente.

L
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4.5.2. Expressdo de hemolisina

4.5.2.1. Influéncia de ions, guelante de ferro e da aeraco sobre a expressao de

hemolisina ligada a célula.

Para a realizacdo deste experimento foi seguida metodologia descrita por
BARATERA (2001}, com modificagbes. Ao meio de cultura agar — sangue (5% de
sangue desfibrinado de cameiro ou de cavaio), foram adicionados ions comao: cloreto
férrico 5 mM (FeCls), cloreto de calcio 10 mM (CaCl) & o quelante de ferro EDDA
{ethylenediamine-di o- hydroxyphenol acetic acid /Sigma®) na concentracdo de 100
ug/mL. As amostras foram inoculadas por picada diretamente do estoque e as placas
foram incubadas nas condigdes citadas no ifem 4.5.1.1. A primeira leitura foi realizada

apds 24 horas de incubacao a 37°C e a segunda, ap6s incubagio a 4°C, “overnight”.

4.5.2.2. Influéncia de ions e de quelante de ferro sobre a expressio de hemolisina

extra ceiular em diferentes condicdes de aeracgdo

4.5.2.2.1. Condicgdes de cultivo

Para este experimento as amostras foram inoculadas em tubos contendo 10 mL
de meio BHI suplementado com 1% de glicose e 0,03% de L-lisina, cloreto-férrico 5mM
{FeClg), cloreto de célcio 10 mM (CaCk) e o quelante de ferro EDDA na concentracio
de 100 ug/ml, respectivamente. Um grupo de tubos foi incubado em jarra de
anaerobiose com envelope de anaerogen (Oxoid®), a 37°C, durante 18 horas. Qutro

grupo foi incubadc em aerobicse, sob agitacde a 150 rpm, a 37°C, por 18 horas. Em
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seguida as culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm, durante 10 minutos. Os

sobrenadantes obtidos foram conservados sob refrigeracédo até momento do uso.

4.5.2.2.2. Realizagdo do teste

Os sobrenadantes obtidos foram testados para presenca de hemolisina
extracelular frente a hemacias de carneiro e eqlinas lavadas e diluidas a 1% com PBS
0,05 M pH 7.4 puro ou adicicnado de cloreto de céicio 10 mM (CaClz) ou soro albumina
bovina (BSA) na concentracio de 1%. As diluicGes foram realizadas volume a volume,
em placas de microtitulagdo. As placas foram incubadas a 37°C em banho-maria,
durante 1 hora, apos esse periodo foi realizada a primeira leitura visual. Em seguida, as

placas foram incubadas a 4°C, "ovemight’, quando entéo foi realizada a Gitima leitura.

4.5.3. Deteccao de citotoxinas em culturas de células

4.5.3.1. Cultivo das amostras

Para verificar a producao de citotoxinas foram também testados diferentes meios
de cultura. As bactérias foram cultivadas em 10 mL de meio TSB (caldo triptico de
sojaiOxoid®), BHI e BHI suplementado com 1% de glicose e 0,03% de L- lisina, pH 7,0,
adicionados ou da dose subinibitoria de Ceftriaxona, respectivamente, durante 18 horas
a 37°C, sob agitagao de 150 rpm. Em seguida as culturas foram centrifugadas a 10.000
rpm, durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram mantidos sob

refrigeracéo até 0 momento do uso. Foram aplicados 100 ul dos sobrenadantes em

-~
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diluigbes seriadas em culturas de células Vero, HelLa e HT-29, para verificagio dos

efeitos citopatico e citotdxico, conforme citado no tem 4.5.3.5.

4.5.3.2. Obiengdo de extratos com mitomicina £

Os extratos obtidos com mitomicina C foram preparados de acordo com
indicagdo de BLANCO et al. (1990). As bactérias foram semeadas em 10 mbL de TSB
(pH 7,0), durante $ horas a 37°C, sob agitag@o de 150 rpm. Em seguida foi adicionado
a cada tubo 100 pl de mitomicina C, para uma concentracfo final de 1 ug/ml. As
bactérias foram incubadas por um tempo adicional de 15 horas, nas mesmas condicdes
citadas anteriormente. Apos esse tempo, as culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm,
durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram testados em cultura de células

Vero, para verificag8o de efeito citotdxico, conforme citado no item 4.5.3 .5,

4.5.3.3. Obtencdo de extratos com polimixina B

Os extratos obtidos pela polimixina B foram preparados de acordo com
KARMALI ef al. (1985). As bactérias foram cultivadas em 10 mL TSB (pH 7.0), durante
18 horas a 37°C sob agitaco de 150 rpm. Em seguida as culturas foram centrifugadas
2 10.000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Os sedimentos obtidos foram lavados duas vezes
com 5 mL de PBS 0,05 M pH 7.4. e, ressuspendidos em 0,5 mL de polimixina B (0,1
mg/mL), e incubados por 30 minutos a 37°C em banho-maria. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, durante 10 minutos a 4°C. Dos
sobrenadantes obtidos 100 ul foram aplicados em cultura de células Verc em diluicbes

seriadas para verificacdo de efeito citotdxico, conforme citado no item 4.5 .3.5.
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4.5.3.4. Preparo das culturas de células

As células utilizadas para este experimento foram gentimente cedidas pelo
Laboratdrio de Virclogia, da Profa. Dra. Maria Silvia Viccari Gaitti, do Departamento de
Microbiologia e imunclogia, instituto de Biologia, Unicamp, Campinas.

Células Vero (rim de macaco verde da Africa), Hela (carcinoma de Utero humano)
e HT-29 (célula de adenocarcinoma de colon humano) foram mantidas em nitrogénio
liquido, descongeladas em banhe-maria a 37°C e, transferidas para garrafas de cultura
de células contendo meic MEM (minimo essencial de Eagle modificado/Nutricell®),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB/Nutricell®) e 1% de solugdo de
antibiéticos contendo penicilina (100 Ui/mL; Sigma®) e estreptomicina (250 ug/mL;
Sigma®). O mesmo procedimento foi feito com as células HT-29, sendo substituido o
meio MEM pelo MaCoy's (Nutricell®), especifico para estas células. Os frascos de
culturas foram incubados em estufa contendo 5% de CO; até a formacao do tapete
celular. Apos este periodo o meio de cultura foi descartado e, em seguida adicionado
sobre o tapete de células, solucdo de ATV (associagdo Tripsina-Versene/Nutricel®)
para desprendimento das mesmas, sendo estas ressuspendidas em MEM ou MaCoy’s
acrescidos de 10% de SFB e 1% de solucdo de antibidticos para uma concentragio
final estimada em 2x10° células/mL. Em microplacas de 96 orificios (Costar®), foram
distribuidos 100 ul de células em cada cavidade. As placas foram mantidas em estufa
sob atmosfera de 5% de CO; durante 24 horas, ou até a formacéo do tapete de

celulas.



4.5.3.5. Ensaio de citotoxicidade

Os meios de culiura das placas com células Vero, Hela e HT-29, foram

removidos, e adicionado em cada orfficio 100 pb de meic MEM e MaCoy's,

respectivamente. Em seguida foram adicionados 100 ul dos sobrenadantes das
culturas bacterianas em diluicbes seriadas na razio dois. As placas foram incubadas
em estufa a 37°C & 5% de CO.. A leitura dos resultados foi realizada com, 12, 24 48 ¢

72 horas apos a incubagéo, com auxilio de microscopio invertido (Axiovert-Zeiss®).

4.6, Teste de resisténcia ao sorc humano normal

Para o teste de resisténcia ao soro humano nomnal realizado, conforme
PELKONEN & FINE (1987), foram coletadas amostras de sangue de 10 pessoas
saudaveis em condicbes assépticas em tubos sem anticoagulante. As amostras foram
deixadas por 30 minutos a temperatura ambiente e, 4 horas a 4°C para retracdo do
coagulo. Em seguida os soros foram coletados, com auxilio de pipetas automaticas e
ponteiras estéreis, colocados em tubos em microtubos cdnicos e centrifugados a 4.000
rpm, durante 3 minutos. Os soros obtidos foram reunidos em “pool”, alicotados e
mantidos, em freezer a —20°C até o momento do usc.

As amostras bacterianas foram cuitivadas em tubos contendo 3 mL de BH! com
ou sem antibiético (100 ug/mL de ceftriaxona), durante 18 horas a 37°C, sob agitacéo s
150 rpm. Em seguida, foram diluidas a 1:100 nos mesmos meios e mantidas sob
agitagdo ate atingir a fase logaritmica. Apds esse tempo, as culturas foram

centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos, e os sedimentos ressuspendidos em PBES
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esteril pH 7,4 (0,056 M) para uma concentracio de 107 bactériasimL. As suspensbes
bacterianas foram distribuidas em microplacas, seguida pela adigde do soro humanoe

para concentracéo final de 50%. As placas foram agitadas levemente e incubadas a

37°C, em esiufe.

O crescimento das amostras foi medido nos intervalos de tempo de 0,30, 60,90
120, 150 e 180 minutos, em leitor de ELISA (LABSYSTEMS MULTISKAN®-type348)
a 620 nm.

Foram utilizados como branco: PBS e soro diluido em PBS nos primeiros
orificios. Como controle foi utilizada £. coli K12 (DH5a) frente ao soro aquecido a 56°C,

durante 30 minutos e, sem aquecimento.

4. 7. Produg¢do de aerobactina

4.7.1. Cultivo das amostras bacterianas

As amosiras de K. pneumoniae e E.coli ESBL (+) e ESBL (-), foram cultivadas em
meio minimo M8 liquido, suplementado com 200 uM de quelante de ferro a-o’- dipiridil
(Sigma®), e 100 ug/mL de ceftriaxona para cultivo das amostras ESBL (+). As amostras

foram incubadas a 37°C por 24 horas sob agitagdo a 150 rpm. A cepa indicadora da

producao de aercbactina £.coli LG 1522 foi cultivada em meio LB por 24 horas a 37°C.



4.7.2. Realizacao do teste

A pesguisa da produgdo de aerobactina foi realizada segundo CARBONETT! ot
al. (1986}, utilizando-se o meic minimo M9, suplementado com 200 uM de quelante de
ferro a~o- dipiridil (Sigma®), € 1% de agar. As placas com meio M9 foram semeadas
por inundag@c com 100ul da cepa E.cofi LG 1522, indicadora da producdo de
aerobactina. As placas foram secas a 37°C, durante 15 minutos, em estufa, sendo em
seguida as amosiras semeadas por “spot”. Apos incubac8o a 37°C, durante 24 horas.
As amostras secretoras de aerobactina foram identificadas pela formacgéo de halo de
crescimento da cepa indicadora ao redor do “spot”. Como controle positivo e negativo

foram utilizadas as amostras de £.coli LG 1315 e E.coli K12 C800, respectivamente,

4.8. Teste de adesdo em linhagens de células

4.8.1. Cultivo das amostras

Para realizac@o deste teste as bactérias foram cultivadas em 3 mL de BHI

adicionado ou n&o de 100 ug/mlL de ceftriaxona, durante 18 horas em estufa a 37°C.

4.8.2. Preparo da cultura de células

Celulas Hela e HT-29, mantidas em nitrogénio liquido, foram descongeladas em
banho-maria a 37°C e em seguida, transferidas para garrafas de cultura de células

contendo 85 mL de meic MEM ou MaCoy's, suplementadc com 10% de SFB
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(Nutricell®) e 1% de solucéo de antibidticos contendo penicitina (100 U/mL; Sigma®) e
estreptomicina (250 ug/mi; Sigma®), Os frascos de cultura foram incubados em estufa
com atmosfera de 5% de CO; até a formacéo do tapete celular. Apds este periodo o
meio de cultura foi descartado e, em seguida adicionado sobre o tapete de células,
solugdo de ATV para desprendimento das céluias, sendo estas ressuspendidas em
MEM ou MaCoy’s, acrescido de 10% de SFB e 1% de solugdo de antibidticos. Em
microplacas de 24 orificios (Costar®), contendo laminulas foram distribuidas as
solucbes de células em volume de 1 mL (2,5 x 10° células /mi) em cada cavidade. As

placas foram incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CQ:; até a formacéo de tapete

semiconfluente.

4.8.3. Realizag¢do do teste

As culturas de células foram lavadas trés vezes com PBS 0,01 M, pH 7.4, em
seguida foram adicionados gos orificios 950 ul. de MEM ou MaCoy's acrescido de 2%
de SFB contendo ou ndo 1% de D-manose, a cada orificio foram adicionados em
dupiicata 50 ul do cultivo bacteriano. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
sob atmosfera de 5% de CO,, durante 1 hora. Apds esse periodo as piacas foram
lavadas oito vezes com PBS 0,01 M, pH 7.4, sendo as cavidades preenchidas com 1
mL de MEM ou MaCoy’s acrescido de 2% de SFB contendo ou ndoc 1% D-manose.
Ent&o foram novamente incubadas por um tempo adicional de 3 horas nas mesmas
condigbes, citadas anteriormente, sendo a seguir lavadas dez vezes com PBS. Apés o
que foi adicionade 1 mL de metanol em cada orfficio e deixado reagir por 10 minutos.

Em seguida, o metanol foi descartade e as células foram coradas com MayGrunwald
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(1:2 em tampao Sorensen), durante 10 minutos, lavadas com agua destilada e coradas
com Giemsa (1:5 em tamp&o Sorensen) por 10 minutos. As células foram, novamente,
lavadas com agua, deixadas secar a temperatura ambiente, sendo as laminulas,
contendo as células, retiradas das placas e colocadas em laminas de microscopia. A

leitura foi realizada em microscdpio dptico em objetiva de imersao.

4.9. Sepse experimental em camundongos

Para este experimento foram utilizados 5 camundongos Balb/c machos com 4 a
6 semanas de idade, para cada amostra. Foram selecionadas 2 amostras ESBL (+),
uma de K pneumoniae (amostra 2420/11) e outra de E.coli (1742/6) e 2 amostras ESBL
(-), sendo uma de K.pneumoniae (1219/17) e outra de E. coli (1747/14), com base no
resultado dos testes de hemdlise. Estas bactérias foram cultivadas em 10 mL de TSB,
pH 7.4 a 37°C, sob agitagio de 150 rpm, durante 18 horas. Em seguida as culturas
foram diluidas com salina estéril 0.15 M para uma concentracio final equivalente &
escala 2 de MacFariand (3 x 10° ufe/mL).

Os animais de cada grupo foram inoculados com 0,5 mL das diluicBes por via
intraperitoneal (v.i.p.). Como controle negative foi utilizada uma E.coli K12 (DH5),

cultivada como as demais amostras. Os animais foram observados durante 7 dias.
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4.10. Deteccao da producio de enterotoxina termo-estavel {STa)

O ensaio em camundongoes recém-nascidos foi realizado segundc DEAN ef al.
(1972). Os sobrenadantes das culturas bacterianas foram preparados em TSB,
coletados e testados no mesmo dia, ou foram estocados a 4°C até o momento do uso.

Para a realizacdo do teste, em 1 mL do sobrenadante de cada cultura foi
adicionado 1 gota de azul de Evans a 2% (Sigma®). Em seguida 0,1 mL de cada
preparacao foi inoculado por via intragéstrica, com auxilic de uma cénula de silicone.
Para cada amostra analisada foram incculados 3 animais. Os animais foram mantidos
a temperatura ambiente, durante 3 horas, em seguida foram sacrificados com éter, e a

quantidade de liquido acumulado no intestino, determinada pela relagdo do peso do

intestino com o peso da carcacga.

4.11. Estudo histolégico dos érgdos de camundongos infectados pelas amostras

de K. pneumoniae e E.coli ESBL (+) e ESBL (-)

4.11.1. Cultivo das amostras

As amostras bacterianas utilizadas para este experimento, a forma de cullivo,
assim como as diluicdes, foram realizadas de forma semelhante ao descrito no item
4.9

Foram utilizados dois camundongos Balb/c machos com 4 a 6 semanas de idade,
para cada amostra, nos quais foram inoculados 0,5 mL das respectivas diluicbes pela
v.i.p. Os animais foram sacrificados com 12 e 24 horas apés infeccio.
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4.11.2. Coleta de material

Os camundongos foram anestesiados com 0,05 mL/kg de Virbaxil 2% (Virbac/SP)
e 1,0 mi/kg de Francotar (Virbac/SP), pela v.i.p. Apés a anestesia os camundongos
tiveram a cavidade toracica exposta e foram perfundidos, via ventriculo esquerdo, com
30 mL de paraformaldeido 4% (Sigma®), em PBS 0.1 M, pH 7,4, durante 15 minutos.

Foram retirados de cada animal o figado, rins, baco, pulméo e cérebro. Estes
orgéos foram seccionados em cortes de 3 mm de espessura e mantidos imersos em

paraformaldeido por um periodo adicional de 12 horas, para processamento

histotécnico.

4.11.3. Processamento e coloragio

Os fragmentos foram desidratados em gradiente crescente de etanol,
diafanizados e incluidos em parafina (Histosec-Merck). Cortes histolégicos de 5 um
foram coletados em laminas sinalizadas e, apds desparafinizacdo e hidratagio,
coradas com hematoxilina-eosina e por Giemsa. Os cortes histolégicos foram
analisados em microscopio optico com aumentos de 10, 20 e 80 vezes. O estudo
histopatologico foi realizado pelo Prof. Dr. Aureo Tatsumi Yamada do Departamento de

Histologia e Embriologia do Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas (SP).



5. RESULTADOS

5.1. Perfil Bioguimico das Amosiras de Kiebsiella pneumoniae e Escherichia coli

ESBL {+) ¢ ESBL (-} isoladas de hemocuitura

As bactérias utilizadas neste estudo tiveram a sua identificacdo confirmada
atraves dos testes bioquimicos: motilidade, fermentacio de carboidratos e producéo de

gases em TSi, degradacdo do citrato, metabolismo da lisina, fenilalanina, omitina,

arginina e produc&o de indol.

Tabela 1. Perfil Bioquimico das Amostras

Meios/Testes | K preumoniae | E. cofi
TSI AlA AA
Citrato + -
Gés + + -
indol - +
Uréia + -
Fenilalanina - -
Lisina + +/-
Motilidade - T

AJA = superficie acida e base acida
+ = degradacao do substrato

- = nAo degrada o substrato



5.2. Determinacdo do Padrio de ESBL (+) e ESBL (-} das amostras de Kiebsiella

pneumoniae e Escherichia coli isoladas de hemocultura

A tabela 2 apresenta o perfil de sensibilidade e resisténcia a diferentes drogas
antimicrobianas das bactérias estudadas no presente trabalho, classificadas conforme

0 NCCLS e considerando halos de inibicdo com didmetros para ceftazidima < 22mm:;

ceftriaxona < 25mm e para cefotaxima ou azireonam de < 27mm, como indicadoras da

producao de ESBL.

.....

amostras de K. pneumoniae e E.cofi -Lactamases espectro estendidas.

Todas as amostras ESBL (+) de K pneumoniae e E. coli, submetidas & acdo do
antibidtico B-lactamico ceftriaxona (CRO), em diferentes concentragdes, cresceram até
a concentragdo de 128 ug/mi, em um periodo de 24 horas. Consideramos essa a
concentragdo inibitéria minima (CIM ou MIC). Determinamos ent&o, como concentragéo

subinibitéria de cefiriaxona para essas amostras 100ug/mi.
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Tabela 2. Perfil de sensibilidade e resisténcia as drogas antimicrobianas das amostras

de K. pneurnoniae e E.coli ESBL (+)

Amostras ESBL - positivas

BACTERIA M° da AMOSTRA SENSIBILDADE RESISTENCIA

K. pneumoniae 804 PM,CIP LVX. AMP .CFL.CPM SBA AMI.CAZ,
ATMCTX,CRO AMC GEN,SUT
CFOTZP.

K.pneumoniae 806 IPMLVX SUT.CIP,AMI SBA CPM,GEN,CROATM,CTX,
CAZ, AMC e CFO.

K.pneumoniae 1182 iPM, CIFP,SUT LVX AMI GENAMP SBA CFL.CRO,CAZ
CPM,CTXATM,AMC TZP, CFO.

K. pnieumoniae 1475 IPM, CIPLVX.CLO SBAAMP AMI CFL,GEN,SUT
CPM,CAZ CROATM,.CTX AMC
CFQ,TZP.

Escherichia coli 1852 IPM,CLOLVZ AMI.CIP CFL.CPM,AMP SBA TZP,CAZ,
ATM,CRO,AMC,CTX e CFO.

Escherictia coli 2127 IPM,CLO,LVZ CIP CFL,CPMAMP SBATZP,CAZ,
ATM.CRO,AMC CTX,CFQ e AMI

Escherichia cofi 1742 IPMLVX CIP, AML SUT SBA,CFL AMP,CRC CPM
CTXATM.AMC,CAZ, CFO.

K.pneumoniae 1745 IPM,CLO AMI,GEN AMP.CFLATM,CROCAZ.CTX

LVvX.CIP,SUT,SBA, AMC.CPM,TZP,

K.pnetmoniae 1750 IPM.LVX.CLOCFOCIP AMP AMILGEN SUT SBA,CAZ
ATMCTX CRO AMC CFL.CPM

K pneumoniae 2142 IPM,CIP CFO LVX.CLO CPM,SUT AMP AMI,GEN,CFL
SBAATM.CTX, CRO,CAZ AMC
TZP

K.pneumoniae 2353 iPM,CIP,.CLO.CFO LVX CPM,SUT AMP AMC SBA CFL
AMI, TZP ATM,CRO CTX,CAZ

Kpneumoniae 2420 IPM.CIP,CFO LVX AMI GEN,CFL AMP SBA.CLO
SUT ATM,CRO,CTX,CAZ AMC
TZP,.CPM

Escherichia coli 294 IPM.CLO,AMI CFL.AMP CPM,AMP SBA TZP,
CAZ ATM.CRO AMC .CTX,CFO

CiPelVZ
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade e resisténcia as drogas antimicrobianas das amostras
de K.pneumoniae e E.colf ESBL (-}

Amostras ESBL - negativas

BACTERIA N° da AMOSTRA SENSIBILDADE RESISTENCIA

Escherichia cofi 1747 iPM,CPM LVX,CFO,CIP CFL, CLOAMI,GEN,SUT AMP
CRGATMTZP.CTX.CAZ AMC

Escherichia coli 2113 AMC.CFO AMICIPIPM,CTX LVX  AMPSUT
SBACPM, CLO, CAZ, CRO, TZP
CFL

K.pneumeniae 2382 AMI.CIP,CLO LVX,CPM,SUT IPM CFO,CFL.AMP
CBAATM.CAZ CROTZP CTX,GEN

K.pneumoniae 1219 IPM LVX SBAAMILATM,CAZCRO AMP
CTX,CFO,GEN,SUT.CIP,CPM,CFL,
TZP, AMC

Escherichia coli 1158 AMI, CFO, GEN,CPM.CIPIPM,LVX, CBAAMP,SUT

CFL, TZP, CAZ, ATM, CRO, CTX

5.4. Producgao de Citotoxinas

5.4.1. Hemolisinas

5.4.1.1. Detecgao em placas de agar-sangue em diferentes condi¢des de aeracido

Meio base Maller-Hinton:
1. Adicionado de antibidtico em aerobiose — 10 amostras ESBL (+)
produziram hemdlise total em hemacias de eqlinos e 4 foram

hemoliticas para hemacias de cameiro, nenhuma atividade hemolitica

foi detectada para hemacias humanas.
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2. Na auséncia de antibidtico em aerobicse - 0 nimero de amostras
ESBL(+) hemoliticas caiu para 8, sobre hemacias eglinas e,
permaneceu 4 para hemacias de cameirc. N&o houve atividade
hemclitica sobre hemacias humanas.

3. Na auséncia de antibidtico em aerobiose - apenas uma amostra ESBL
(-} apresentou atividade hemolitica para hemacias eqlinas, nenhuma
atividade hemolitica para hemacias de cameiro e humana foi
observada.

4, Em anaercbiose na presenca do antibidtico - duas amosiras ESBL (+)
foram hemoliticas para hemécias de eqglino e nenhuma foi hemolitica
para hemacias de cameirc e humanas.

5. Em anaerobiose na auséncia do antibidtico - nenhuma cepa ESBL (+)
apresentou atividade hemolitica com as hemacias utilizadas.

6. O controle positivo (amostra P46), produziu hemdlise total, tanto em

aerobiose quanto em anaerobiose, com halos maior e igual a 1mm,

respectivamente.
Meio base LA:
1. Na presenca e auséncia da dose subinibitdéria em aerobiose - 9

amostras ESBL (+) foram hemoliticas para hemacias eqlinas; para
hemacias de carneiro e humanas ndo foi observada atividade
hemolitica.

2. Em anaerobiose, na presenga e auséncia da dose subinibitéria apenas
uma amostra ESBL (+) fol hemolitica para hemacias equinas. Com

sangue de cameiro € humano, nao foi observada atividade hemolitica.
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3. As amostras ESBL (-) ndo apresentaram efeito hemolitico com
nenhuma das condicdes citadas anteriormente.

Meio base BHI:

1. Com ou sem a dose subinibitéria com ou sem aeracdo - as amostiras
ESBL (+) n&o apresentaram atividade hemolitica para hemacias de
cameirc € humanas; com sangue de eqlino, somente duas amostras
ESBL (+) foram hemoliticas.

2. As amostras ESBL (-) ndo foram hemaliticas em nenhuma das
condicdes (aerobiose ou anaerobiose), conforme mostrado na tabela 4.
O controle positivo manteve a atividade hemolitica observada

anteriorments.

5.4.1.2. Deteccdao de Hemolisina Extra e Intracelular em Sobrenadantes das

Culturas e dos Sonicados das Amostras ESBL. (+) e ESBL (-)

Fol observada atividade hemolitica nos sobrenadantes das culturas de todas as
amostras de £. coli ESBL (+) e (-) realizadas em BHI suplementado, sobre hemacias
de equino.

Os titulos obtidos foram de 1/4, passando, geralmente, a 1/8 apés incubacio
“overnight”. A adicao de DDT nao influenciou a resposta.

Nao foi observada atividade hemolitica nos sobrenadantes dos sonicados, nos
diferentes meios utilizados.

Nao foi detectada atividade hemolitica nos sobrenadantes de culturas realizadas

na presenca da dose subinibitdria do antibidtico.
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Tabela 4 - Correlagéo da produgiio de hemolisina pelas amostras ESBL (+) & ESBL {-) em placas de
dgar-sangue em aerobiose e anaerobiose sob o efeito ou ndo da dose subinibitéria de Ceftriaxona

AEROBIOSE ANAEROBIOSE
Hemacias/Meio N° de amostras N° de amostras|N° de amostras N° de amostras
positivas negativas positivas negativas é
EqlinoMH+AB 10 ESBL (+) JESBL(®) 2ESBLE) 11ESBL {(+)
Equino/MH 6 ESBL (+) 7ESBL (%) ¢ 13ESBL (+
1ESBL{) 4 ESBL {-) ¢ 5 ESBL (=)
EqilinoLA + AB 09 ESBL {(+) 4 ESBL (+) 1ESBL (+) 12 ESBL {+)
EgiinoAA 08 ESBL (+) 4 ESBL {(+) 1ESBL(#) 12 ESBL {(+)
0 SESBL{) 0 5 ESBL {9
Egliine/BHI + AB 0 13 ESBL{+) 2 ESBL {(+) 11 ESBL (+)
Egliino/BHI 0 13 ESBL (+) ¢ 13 ESBL (+)
0 5ESBL () 0 S ESBL (-
Cameiro/MH + AB 4 ESEL (%) 09 ESBL (+) 0 13 ESBL (+)
Carmeiro/MH 4ESBL () 09 ESBL (+) 0 13 ESBL (+)
0 SESBL () 0 SESBL (v
Cameiro/l.A + AB 0 13 ESBL (+) 0 13 ESBL (4)
Cameiro/LA 0 13 ESBL (+) 0 13 ESBL (+)
0 SESBL () 0 S5ESBL {9
Cameiro/BHi + AB 0 13 ESBL {(+) 0 13 ESBL (+)
Cameiro/BHI 0 13 ESBL (+) 0 13 ESBL {(+)
0 5 ESBL {-) 0 SESBL (4
Humano/MH + AB 0 13ESBL (%) 0 13 ESBL (+)
Humano/MH ¢ 13 ESBL (+) 0 13 ESBL (+)
0 SESEL () 0 S ESBL {-)
Humano/LA + AB 0 13 ESBL (+) 0 13 ESBL (+)
Humano/LA 0 13ESBL(#) 0 13 ESBL (+)
0 5ESBL () 0 SESBL (-
Mumano/BH! + AB e 13 ESBL (+) 0 13ESBL (+)
Humano/BHI 0 13ESBL (+) 0 13 ESBL (+)
0 SESBL () 0 5 ESBL {-)

MH= Miiller-Hinton; AB=Antibidtico; LA= Luria-Bertani-agar;




5.4.1.3. Expressao de Hemolisina pelas Amostras ESBL (+} e ESBL ()

5.4.1.3.1. influéncia de ions, quelante de ferro e da Aeragfo na Expressio de

Hemolisinas em placas de agar-sangue.

Todas as amostras ESBL (+) (100%), na presenca de EDDA, em aerobiose e
anaerobiose, foram hemoliticas para hemacias de eqliinos, apresentande halos de
hemolise total (1mm). Todas as amostras ESBL {-) apresentaram atividade hemolitica
na presenga de EDDA sobre hemacias eqlinas, em aerobiose; ja a auséncia de
oxigénio inibiu a atividade hemolitica destas amostras, mesmo na presenca de EDDA,
para estas hemacias. Tal resultado evidencia que as amostras ESBL (-) produziram
hemolisina em meio carente de ferro, mas que a expresséo desta era dependente do
oxigénio. Com sangue de cameiro em anaerobiose, a maioria das amostras ESBL (+)
(70%) foi hemolitica na presenca de EDDA, porém o mesmo ndo foi observado em
aerobiose, pois nenhuma cepa foi hemolitica, isto é, o oxigénio inibiu a agdo hemolitica
destas amostras sobre hemacias de cameiro. Ja as amostras ESBL (-) (100%), n&o
apresentaram atividade hemolitica com hemacias de carneiro, nestas condicdes.

A presenca de cloreto ferrico inibiu a produgio de hemolisina em todas as
amostras ESBL (+) e ESBL (-), em condicdes de aerobiose e anaerobiose, para os dois
tipos de hemacias utilizadas. J& a presenga de ions calcio estimulou a expresséo da
atividade hemolitica das amostras ESBL (+), em aerobiose, sobre hemacias egiiinas,
mas ndo para hemacias de cameiro; em anaerobiose, a influéncia do CaCl, foi

praticamente nula para ambas as hemacias. As amostras ESBL (-) n&o foram
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hemoliticas na presenca do CaCl para nenhuma das hemacias, tanto em aerobiose

quanto em anaerobiose (Tabela 5 e 8).

Tabela 5 ~ Influéncia de ions e quelante de ferre na produgio de hemolisina em placas de agar-sangue em
anaerobiosa.

) N° AMCSTRAS/ N® AMOSTRAS/
SANGUENMONS HEMOLISE HEMOLISE
POSITIVA NEGATIVA
Egtiino +CaCl 1 ESBL (+) 12 ESBL (+)
5 ESBL (9
Eqline + EDDA 13 ESBL (+) 4 ESBL ()
1ESBL ()
Equino + FeCly 0 13 ESBL {(+)
5 ESBL (=)
Cameiro + CaClz 1ESBL {(+) 12 ESBL (+)
5 ESBL {-)
Camaeiro + EDDA 7 ESBL {+) 8 ESBL (+)
5E8BL (-
Cameiro ++ FeCls 0 13 ESBL (+)
5 ESBL (-}

Tabela 6 — Influéneia de ions e do quelante de ferro na producio de hemolisina em placas de dgar-sangue

em aerobiose

SANGUE/ONS

Hemolise Hemdblise
Positiva/ Negativa/
n°® amostras n® amoestras
Egiino +CaCh 12ESBL. (+) 1ESBL (-
5£8BL (-}
Eqino + EDDA 13 ESBL {+) 0
S5ESBL (=) 0
Eqglino + FeCly 0 13 £ESBL {+}
0 S5ESBL{&)
Cameiro + CaCly 0 13 ESBL (+)
0 5ESBL &
Cameiro + EDDA 0 13 ESBL (+)
0 5ESBL {-)
Cameiro + FeCl; g 13 ESBL {+)
0 5 ESBL{-)
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5.4.1.3.2. Influéncia de fons e de quelante de ferro sobre a expressao da

hemolisina extracelular em aerobiose

Todas as amostras ESBL (+) e ESBL {-) de E.coii apresentaram atividade
nemolitica nos sobrenadantes de culturas, guando cultivadas em meio BH]
suplementadas e adicionadas de cloreto de calcio. O titulo foi de 1/4 para heméacias
eqlinas e 1/2 para hemécias de carneire.

As culturas realizadas em BHI adicionado de EDDA ou cloreto de ferro, nao
apresentaram atividade hemolitica no sobrenadante. (Tabela 7)

Em sobrenadantes das amostras de E. coli (n° 5, 6, 12 e 13} e K. pneunoniae
(n° 1, 9 e 11) ESBL (+) e E.cofi ESBL (-), cultivadas em BHI contendo EDDA e diluidos
com PBS adicionado de célcio, o titulo obtido foi de 1/16. A adicdo de BSA no PBS ndo

alterou a atividade hemolitica dos sobrenadantes (Tabela 8).

Tabela 7. Influéncia de ions e quelante de ferro na expressio da hemolisina extracelular em sobrenadantes
das culturas das amostras ESBL (+) e ESBL (-).

Meios

BHiS+FeCls BHIS+CaClz BHIS+EDDA

Hemacias Amostras Positivas/Titulo

Egiino 5,8,12,13,
3] 14,15, 18 (1/4) ¢

Carmneiro 0 5,8,12,13 ¢
14,15,18 (1/2)




Tabela 8. Expressio da hemolisina extracelular em sobrenadantes de culturas das amostras ESBlL+ e ESBL-

MeiosDiiuentes

Amostras positivas

BHIS+CICaZ2 BHIS+EDDA BHIS+CiCa2 BHIS+EDDA
PBRS+CICaZ PRS+CICaR PRS+88A PBS +BSA
Hemacias
Eqiiine 0 1,586,811, 0 0
12,13

15, 18, 18 (1/16)*

* Titulo obtido apds incubagdo overnight a 4°C.

5.4.2. Deteccao de Citotoxinas em Culturas de Céiulas

5.4.2.1. Detec¢do de Citotoxinas nos Sobrenadantes das Amostras

O sobrenadante de algumas amostras, obtidos apés cultivo em caldo TSB (item
4.5.3.1), causaram discreto efeito citotdxico, como alongamento das células e perda de
juncéo, este efeito foi detectado apenas com 72 horas apds incubacéo e o titulo foi de
1/2 para 01 amostra de E. coff ESBL (-) e de 1 /4 com 01 amostra de E. coli e 08

amostras de K. pneumoniae ESBL (+).

5.4.2.2. Extra¢dao com Mitomicina C

Empregando os extratos obtidos pelo tratamento com mitomicina C, em um
primeiro experimento, foi observado efeito citotdxico semelhante ac causado pela
toxina termo &bl (LT) de E. cofi, ou seja, mudanca na forma da célula. Este efeito foi
observado com duas amostras ESBL (+) e com uma amostra ESBL (-} de K

pneumoniae. Em um segundo experimento com estes extratos, ndo foi observado
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efeito citotdxico sobre células Vero. Estes extratos n&o foram testados em outros tipos

de culturas de células.

5.4.2.3. Extracido com Polimixina B

Com extratos obtidos pelo tratamento com polimixina B n&o foi observado
efeito citotoxico em células vero. Estes exiratos nio foram testados em outros tipos

celulares.

5.4.2.4. influéncia da Dose Subinibitoria de Ceftriaxona sobre a producio de

Citotoxinas em Culturas de Céluias Vero, Hel.a e HT-29

Neste experimento observou-se uma monocamada aparentemente normal, com
muitas células mortas, celulas arredondadas, com perda de juncdo intercelular e
alteracbes na membrana celular. O titulo foi de 1/8 em céluias Vero e de 1/4 em células
Hela para a maioria das amostras. Ndo foram observadas diferencas entre as
amostras ESBL (+) e ESBL (-), quanto ao tipo de efeito citopéatico apresentado e nem
quanto ao titulo, em um periodo de 72 horas, nestas células.

Em células HT-29, observou-se arredondamento, vacuolizacio e granulacéo. Fol
observada diferenga de uma casa no titulo entre amostras de K. pneumoniae ESBL (+)
quando cuitivadas na presenga da dose subinibitdria do antibidtico ceftriaxona, titulo

1/8, em relac@o as amostras de K. pneumoniae ESBL (-), que apresentaram titulo 1/4.



5.5. Resisténcia & Atlvidade Bactericida do Soro Humano Normal pslas Amostras

de K.pneumoniae e E.coli ESBL {+) e ESBL (-}

Foram consideradas como resistentes as amostras gue apresentaram aumenic
de absorbancia no periodo de 3 horas e, sensiveis aguelas que tiveram diminuicio da
absorbancia no masmo intervalo de tempo. Nao foram verfficadas diferencas entre as
amostras ESBL (+) cultivadas na presenca ou auséncia do antibidtico, pela média de
trés observagbes. As bacterias que apresentaram crescimento equivalente 2 amostra
controle (K12/0HS5a), quande cultivada na presenca do soro inativado, foram
consideradas resistentes, enguanto as gque mostraram crescimenio squivalente ou
menor & amoestra controle, na presenca do soro normail {ative), foram consideradas
sensiveis. Enire as amostras ESBL (+), 80% foram resistentes & entre as ESBL (),
apenas uma amosira foi resistente (20%). Para 3 representaclo grafica foram
escolhidas aleatoriamente duas amostras de K pneumoniae, uma resistente (ESBL+)
outra sensivel (E5BL-) a0 soro, sendo o mesmo critéric adotado para as amostras de

E.coli, conforme mostrado nas figuras 2 e 3.

5.8, Producao de Aerpbaciina
Todas as amostras de Kpneumoniae e E.coli (100%) submetidas ao ieste de

producdo de aerooactina foram positivas, isto ficou comprovade pelo crescimento de

amosira reveladora LG1522 em volla dos indeulos.
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Figura 2. Efeito bactericida de 50% do soro humano normal sobre amostras representativas de

K. pneumonias ESBL (+) ¢ ESBL (-) e E. coli K12.
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Figura 3. Efeito bactericida de 50% do soro humano normal sobre amosiras representativas de
E coliESBL {+} 2 ESBL (-l e £ coli K12,
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5.7. Adesdo em Células Hel.a e HT-2%

Foram observados trés tipos de ades&o nas amostras de K. pneumoniae e E.coli
astudadas: difusa, localizada 2 agregativa. Os tesie de adesdo foram feitos na
presenca e auséncia de D- manose, para verificar, guais tipos de fimbrias estavam

envolvidas na ligacdo das amostras as células (Tabela 9 e Figuras 4, 5, 68 7).

Tabela 8. Padrio de adesdo das amosiras de K preumoniae e E.coli ESBL+ 2 ESBL em células Hela

Amosiras ESBL {+}/ Tipo de Adeso Amostras ESBL (-)/ Tipo de Adesdo

MS MR MS MR
K pneumoniae — 804 AG AG E.coff - 1747 ND ND
K pneumoniae — 806 AG AG £Z.coff— 2113 AG -
Kpreumoniae — 1182 AG AG K.pneumoniae - 2362  ND ND
K pneumoniae — 1475 AG AG K pneumoniae — 1218 AG AG
E.coli - 1742 AG AG E.coli— 1158 ND ND
E.coli— 1852 AL AL
K pneumonige — 1745 AL AL
K pneumoniae — 1750 AG AG
Kpneumoniae - 2142 ND ND
K. pneumocnige — 2353 AG AG
K pneumoniae - 2420 AD AD
Ecoli— 2127 AG AG
E.colfi - 2294 AD AL

ND= Nao determinada; AG= Adesfo agregativa; Al = Adesfo localizada;, AD = Adesdo difusa; MS = Manose
senalvel, MR = Manose resisiente; {-} = adesdo inibida pela manose.



Figura 4. Células Hel.a controle {(aumento de 1.000 x)
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Figura 5. Ades@o dlifusa-like em células Hela - E.coff ESBL {+) (zumento de 1.000 x}
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Figura 7. Ades#o jocalizada-like em células Hela - £.coff ESBL {+) (aumenio de 1.000 x)



5.8. Teste de Patogenicidade

Todas as amosiras de K pneumoniae e E. cofif ESBL (+) e (5 utilizadas nesse
teste foram patogénicas, provocando a morte de 80 a 80% dos animais inoculados no
intervaio de 12 a 48 horas (Tabela 10).

Tabela 10. Teste de patogenicidade em camundongos inocculados com as amostras
ESBL (+)ESBL (4

Amocsira® N° de animais N° de animais Tempo (horas)
inoculados mortos

K. pneumoniag

(2420) ESBL{H) 05 04 48
K. pneumoniae

{1218} ESBL (- 05 04 48
E. colf (1742} ESBL {+} a5 02 48
E. colf (1747yESBL () 05 04 48
E.coli K12{DH5) 05 ) o

* Dose utilizadas 0.5 mL (3 x 10° ufc/ml).

5.9, Detecgdo de Enterotoxina Termo-Estavel

O teste para delecg@o da enterotoxina STa realizadoc em camundongos recém-

nascides, fol negativo para todas as amostras, sendo a relagdo pesc do intestino pele

peso da carcaga menor gque 0,08



5.10. Estudo Histolégico dos Orgdos de Animais submetidos a infecgdo por

amostras de K.pneumoniae e E.coli ESBL {+) e ESBL (-

Néo foram observadas diferencgas quanto as afteragdes histopatoldgicas nos
orgdos coletados dos camundongoes infectados pelas amostras ESBL {+) e ESBL (-).

Os resultados observados s&o apresentados a seguir:

Amostra 1742 [E.coli ESBL (+1]

Camundongo sacrificado apds 12 horas de inoculacdo:

Figado - presenga de esteatose micro e macro goticular (metabolismo de lipidios e
glicidios alterados), vacluolos peguenos nos hepatdcitos, provavelmente, devido ao

acumulo de liquido intracelular. Com a coloracdo de GIEMSA, foram observados

ninhos de hepatdcitos lesados com bactérias:

Pulmao - sem alteracag;

Bago-Hiperplasia da polpa branca sem centro germinativo:

Rim - Necrose tubular aguda (acumulo intracitoplasmatico relacionado com balanco
hidrolitico),

Cérebro — As células, que ddo nogao de localizagdo ao animal, estavam aumentadas,

mas com aspecto normal.

Camundongo sacrificado apés 24 horas de inoculacio:

Figado - Em cortes corados por GIEMSA foi observado presenca de infiltrado

linfocitario com bactérias, hepatécitos lesados com bactérias e ninhos de células com
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corpuscuio apoptotice, também observados com a coloracgo de hematoxilina-eosina
(HE),
Rim - Necrose tubular aguda; cariorex das células tubulares com descamac&o para o

lamem; sinal de regeneragdo: dreas com mitose, presenca de céiulas com dois

ndcleos, indicando que houve agressao;
Pulmao - Hemorragico, pneumonite crénica linfocitaria leve;

Bagco - Hiperplasia de polpa branca mais discreta que no animal sacrificado com 12

horas;

Cérebro - sem alteracdes.

Amostra 1747 [E.coli ESBL (-}}

Camundongo sacrificado apds 12 horas de inoculacio:

Figado - Em cortes corados com GIEMSA foi observada presenca de hepatdcitos
lesados com bactérias. Com a coloragdo de hematoxilina —eosina, foi observada
esteatose e congestao intensa, baixa concentracéo de linfocitos:

Rim - Presenca de necrose tubular aguda; presenca de células binucleadas e
alteracOes metabdlicas;

Pulm&o - estava igual ac do animal inoculado com a cepa 1742/12horas;

Baco - Hiperplasia de polpa branca;

Cerebro - Presenca de celulas da glia (aumento focal de pequenas células da glia).

Camundongo sacrificado apos 24 horas de inoculacio:

Figado - Presenca de focos de infeccdo nos ldbulos com infiltrado leucocitario e alta

concentragdo de linfocitos, agressdo distal, esteatose discreta. Coloragdo com

GIEMSA, hepatdcitos lesados com bactérias:

64



Rim - Necrose tubular aguda igual ao do animal sacrificado com 12 horas;

Pulméao e Cérebro - iguais ac animal anterior;

Bago - Hiperplasia de polpa branca com ceniro germinativo incipiente.

Amostra 2420 [K pneumoniae ESBL (+}

Camundonge sacrificado apds 12 horas de inoculacio:

Figado - Presenca de células inflamatérias no espago lobular sem agress&o, discreta
esteatose, congestac leve. Colorag@o com GIEMSA, foi observada vacuclizagdo dos
hepatocitos;

Rim - Necrose tubular aguda;

Puim&o e Cérebro - sem alteragfes;

Baco - Hiperplasia de polpa branca com presenca de centro germinativo, bactérias em
superficie, congestao leve, exposicao dos sinusdides.

Camundongo sacrificado apos 24 horas de inoculacig:

Figado - Congestdac moderada e baixa esteatose. Na coloracdo com GIEMSA, foi
detectado infiltrado linfocitario com bactérias;

Rim - Necrose tubular aguda, presenga de bactérias. Com a coloracéo de GIEMSA,
foram detectadas na regido tubular bactérias no sangue;

Pulmao - Hemorragico, pneumonite cronica linfocitaria leve:

Bacgo - Semelhante ao do animal sacrificado com 12 horas.
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Amostra 1219 [K.pneumoniae ESBL (-)]

Camundongo sacrificado apds 12 horas de inoculacgo:

Foram detectadas as mesmas alteragbes do animal inoculado com a cepa 2420

(K.pneumnoniae ESBL+) apds 12 horas de inoculagse.

G segunde animal deste grupo morreu antes de completarem as 24 horas apéds

inoculagao.

o
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6.DISCUSSAO

As B-lactamases de amplo espectro (ESBLS) surgiram inicialmente em bacilos
Gram-negatives na Europa e foram encontrados logo em seguida nos Estados Unidos.
Atuaimente s&o detectadas em todo o mundo. Embora essa resisténcia seja mais
comum em K. pneumoniae ela € transferivel para outros géneros, inclusive para
Escherichia coli {JACOBY, 2000, PATTERSON, 2000). As enterobactérias que
produzem ESBLs sao tipicamente resistentes aos antibidticos B-actamicos, incluinde
as cefalosporinas de amplo espectro e as penicilinas de amplo espectro. Sao também
resistentes ac aztreonam e ao monobactam (SANDERS ef af.,1883).

Algumas amostras que produzem ESBLs s&o suscetiveis as cefamicinas,
cefoxitina e cefotetan. Entretanto, ha um ndmero cada vez maior de relatos indicando
a coexisténcia de B-lactamases do tipo AmpC, que sdo resistentes as cefamicinas
(JACOBY & HAN, 1996, apud PATTERSON, 2000). As fluoroquinolonas podem ser
Gteis quando 0s microrganismos sdo suscetiveis a esses agentes, porém muitos
isolados de bactérias Gram-negativas que produzem ESBLs s@o também resistentes
as fluoroquinolonas. Normalmente, a resisténcia a fluoroguinolonas nac ¢ mediada por
plasmideos e, a presenga deste tipo de resisténcia em bacilos Gram-negativos que
produzem ESBLs € provavelmente multifatorial. Entretanto, j& existe relato de
resisténcia a fiuoroquinolona em K. pneumoniae mediada por plasmideos
(PATTERSON, 2000).

Amostras de K. pneumoniae e E.cofi que produzem ESBLs podem ser
clinicamente resistentes a terapia com penicilina, cefalosporinas ou aztreonam, apesar

da aparente suscetibilidade para alguns destes agentes. Algumas destas amostras

Pt
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mostram halos de inibicdo com tamanho abaixo dos da populacdo suscetivel normal,
mas acima do tamanho estabelecido para certas cefalosporinas de amplo espectro ou
azireonam. £m todas as linhagens produtoras de ESBLs o didmetro do halo para uma
ou mais cefalosporinas de amplo espectro, deve aumentar na presenca do acide
clavuidnico, que e um inibidor de B-lactamases. Para todas as linhagens confirmadas
como produtoras de ESBLs, a interpretacéo do teste deve ser referido como resistentes
para todas as penicifinas, cefalosporinas e azireonam (NCCLS,2002). Em fungdo do
grande numero de isolados clinicos de K.pneumoniae e E.coii ESBL+ e, sabendo que
os genes que codificam estas enzimas s&o carreados por grandes plasmideos de
resisténcia, que poderiam carrear outros genes, investigamos a relacdo da resisténcia
com a viruléncia nestas amostras.

iniciamos a pesquisa dos fatores de viruléncia das amostras ESBL (+) e ESBL
(-) avaliando o potencial das amostras para producéo de hemolisinas.

Hemglisinas formam uma familia de toxinas liticas que podem desempenhar
importante papel na patogénese de doengas. Linhagens de E.coli hemoliticas
produzem alfa e beta - hemolisinas, que s&o secretadas ou estio associadas com a
célula (CHART et al, 1898). Atualmente estdo descritas quatro tipos de hemolisinas de
£.coli : 1) a — hemolisina, uma macromolécula de constituicdo parcialmente protéica,
termo labil que é liberada pela célula e esta relacionada as infecgbes extra intestinais:
i) § - hemolisina, que tem atividade ligada & parede bacteriana; gama- hemolisina
produzida por mutantes resistentes ao acido nalidixico é extra - celular e, tfem atividade
hemolitica restrita a alguns tipos de heméacias como cavalo, cobaia e cameiro (SMITH,
1963, apud PARREIRA, 1998). O quarte tipo de hemolisina foi descrito por BEUTIN ef

al. (1988), e foi designada de enterohemolisina (EHly). E produzida na fase
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estacionaria do crescimento bacteriano, sendo detectada apenas em placas de &agar-
sangue que contenham eritrocites lavados com tamp&o PBS (CATANI, 1999).

Pouco era conhecide da atividade hemolitica do género Klebsiella, sendo K.
pneumoniae descrita como ndo hemolitica para hemécias humanas (SMITH & NGUI-
YEN, 1980, apud ALBESA ef a/., 1985). ALBESA et al. (1989), descreveram a atividade
hemolitica destas bactérias sobre eritrdcitos de coeltho em placas. Um efeito hemolitico
menor foi observado sobre eritréeitos de cameiro, c@es, humano e de camundonges,
com a hemolisina purificada de K. pneumoniae (ALBESA ef al, 1985, apud BARBERIS
et al., 1986). BARBERIS ef al. (1988), ao purificarem a hemolisina de K. pneumoniae
descreveram a detecgao de duas fragbes com atividade hemolitica, com peso estimado
em 19.000 Daltons e outra com 8400 Daltons em cromatografia, que foram
denominadas de klebolisinas.

Testamos o potencial das amostras de K. pneumoniae e E. coli ESBL (+) e
ESBL (-) quanto a capacidade de produzir hemolisina, em diferentes meios e condicoes
de cultivo, frente sangue de eqglino, cameiro e humano. Os resultados obtidos em
placas de agar-sangue mostraram gue todas as amostras ESBL (+) foram hemoliticas
e que, sua atividade hemolitica era modulada pelo meio, condicdes de cultivo, e pela
sensibilidade das hemacias em teste. A dose subinibitéria do antibidtico foi estimutante
para producdo da hemolisina na presenca do oxigénio para hemacias eqilinas em meio
Muller — Hinton e Luria — Bertani. A auséncia de oxigénio diminuiu a sintese da
hemolisina, mesmo na presenca do antibidtico. Indicando que a presenga do oxigénio
era necessaria para a producdo da hemolisina.

O quelante de fero EDDA teve efeito meihor que a dose subinibitéria do
antibidtica, pois suplantou a auséncia do oxigénio, estimulando a producdo da
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hemolisina para as amostras ESBL (+) fambém em anaerobiose sobre hemacias
eqlinas. A adicdo de EDDA nos meios também favoreceu a atividade hemolitica de 7
amostras de K. pneumoniae ESBL (+) sobre hemacias de cameirc em anaerobiose,
néo sendo observado o mesmo efeito em aerobiose. Todas as amosiras ESBL (<)
estudadas foram hemoliticas para hemacias eqliinas em meios carentes de ferro em
gerobiose. Porém, em anaerobiose somente uma amostra de K. pneumoniae ESBL (-)
manteve atividade hemolitica para hemacias equinas, revelando que a auséncia do
oxigénio era um fator limitante para a produc@o da hemolisina por estas amostras.
mesmo em meios carentes de ferro.

ALBESA ef al. (1985), analisando as hemolisinas de K pneumoniae concluiram
que estas eram labeis ao oxigénio, como era a Strepiolisina O de amostras de
Streptococcus. Por outro lado CHART et al. (1998), pesquisando a producdo de
hemolisinas por linhagens de E.coii enterchemorragicas (EHEC-EHIy), em placas de
agar-sangue verificaram que o maximo de atividade hemoliitica produzida era obtida
numa atmosfera de 8% de dioxido de carbono, 40% de hidrogénio e 52% de nitrogénio,
sugerindo que um componente do ar estava inibindo a producéo da hemolisina nestas
amostras; utilizando redutores do oxigénio como DTT, mostrou que o oxigénio nag
inibia a produgdo da hemolisina; sugeriu que talvez a porcentagem de diéxido de
carbono, hidrogénio e nitrogénio tenha influenciado na expressdo da hemolisina. Nos
experimentos realizados por ALBESA et al. (1985), foi observada atividade hemoiitica
também em placas de agar-sangue em aerobiose. Na opinido destes pesquisadores a
hemdlise ocorreu porque as amostras de K. pneumoniae entraram em contato com as

hemacias enquanto cresciam ocorrendo lise antes da inativacéo pelo oxigénic.



Os resultados revelaram que a atividade hemolitica destas amostras foi reduzida
pela auséncia do oxigénio, talvez a tensdo reduzida de oxigénio encontrada em placas
de agar-sangue fosse mais favoravel para a produgo e expressdo desta(s)
hemolisina(s). Portanto, condigles de estresse como caréncia de ferro e a presenca
de antibidtico associada com baixa tensdo de oxigénio foram as melhores condigdes
encontradas para a producao e expressdo destas hemolisinas. CHART et al, (1998),
observaram que amostras de E.cofi enterohemorrdgica (EHEC-EHly), quands
cultivadas em meios adicionados de EDDA, tinham suas atividades hemoiiticas
aumentadas. CATANI (1999), ndc observou aumento significativo na producdo de
enterohemolisina para amostras de E.coli, quando cultivadas na presenca de EDDA,

CHART et al (1998), também observaram que amostras de E.coff
enterohemorragica (EMEC-EHly), perdiam a capacidade hemolitica quando cultivadas
na presenca de FeCls. Os mesmos resultados foram obtidos por BARATELA et a&f.
(2001), quando testaram a atividade hemolitica de amostras de Plesiomonas
shigelloides.

Em nossos experimentos a adi¢io de cloreto de ferro (FeCls), as placas de agar-
sangue inibiu totalmente a atividade hemolitica das amostras, em aercbiose e
anaerobiose. De onde se pode concluir que as atividades hemoliticas das amostras em
estudo eram reguladas pelo ferro, ou seja, sua presenga inibia a produgo e sua
auséncia estimulava, assim como a hemolisina de Plesiomonas shigelloides e E.cofi
enterohemorragica.

Os resultados observados com a adicéo de cloreto de céicio (CaCly) variaram
de acordo com as condigdes de cultivo. Em aerobiose 80% das amostras ESBL+ foram

hemoliticas para hemacias eqiiinas, enquanto em anaerobiose apenas 10% destas
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amostras foram hemoliticas tanto para hemacias eqlinas quanto para hemacias de
cameirc. Em aercbiose nfo foi observada hemdlise para eritrdcitos de cameiro na
presenga do calcio com nenhuma das amostras. ALBESA ef af. {1985}, verificaram que
o titulo da hemolisina purificada de K. pneurmoniae diminuia na presenca de cations
divalentes comeo CaClz, MgCl ¢ BaClz de forma dependente da concentragio e do pH
do meio. CHART et al. (1998), observaram que a acdc hemolitica da hemolisina de
EHEC-EHIy, era calcio independente, diferentemente da atividade da a- hemoiisina de
E.coil. Foi sugerido que cations divalentes podem reagir com grupos sulfidriia na
molécuia da hemolisina impedindo a hemdiise dos eritrdcitos (OBERLEY & DUNCAN,
1971, apud ALBESA ef al., 1985). Pode ser que em anaerobiose o calcio tenha reagido
com 0s grupos sulfidrila livres na molécula da hemoiisina impedindo a ligagio com as
hemacias equinas, diminuindo o ndmero de amostras hemoliticas.

Os resultados obtidos com os sobrenadantes de cultura indicaram que a
hemolisina produzida pelas amostras de K. pneumoniae, n3o foi exportada para o
meio, ou que a aita tensdo de oxigénio as inativou. ALBESA ef al. (1985), quando
verificaram a atividade hemolitica de K. pneumoniae em meio liquido, observaram
baixa atividade hemolitica, sendo esta atividade aumentada quando as culturas foram
tratadas com 2Z-mercaptoetanol, uma substancia que quebra pontes de dissuffeto
expondo grupos suffidrila; estes resultados indicaram que a(s) hemolisina(s) de
K.pneumoniae eram thiol-ativadas.

Os resultados observados indicam que, possivelmente, as amostras de
K.pneumoniae ESBL (+) em estudo produziram mais que uma hemolisina sendo uma
labil a0 oxigénio e outra n&o. A producio de hemolisina pelas amostras ESBL (-}, so foi

detectada quando estas foram cultivadas em aerobiose em meio carente de ferro. Em
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todos ©0s experimentos realizados para verificar a produgdo e expressdo das
hemolisinas, as hemacias eqlinas foram as mais sensiveis. ALBESA ef a/. (1985), em
seus experimentos verificaram que as hemacias de coelho eram mais sensiveis ao
efeito das Kkiebolisinas (hemolisinas de Kiebsielfa), que outros tipes de hemacias, ja
SINGH ef al. (1999), observaram atividade hemolitica de amostras de K pneumoniae
sobre hemacias de cobaias.

Dados da literatura apontam que K pneumoniae possui trés tipos de citotoxinas
gue constituem um dos principais fatores de viruléncia desta espécie (SINGH &
SHARMA, 2001), também existem dados na literatura sobre a enterotoxina termo-
estavel de K. pneumoniae com propriedades semelhantes a enterotoxina termo-estavel
(8T) de E.coli, ou seja, baixo peso molecular, resisténcia a variagdes de pH, a
tratamentos enzimaticos e a altas temperaturas (KLIPSTEIN et af, 1983).

Analisamos © potencial para produgc&o de citotoxinas das amostras ESBL (+)
ESBL (-) testando inicialmente, 0s sobrenadantes das culturas feitas em TSB sem
adicdo de antbidtico em culturas de células Vero, Hela e HT-29. Observamos
alteracbes morfolégicas como, arredondamento, granulagdo, vacuolizagdo, com os
sobrenadantes de ambos 0s tipos de amostras, em 72 horas, estes efeitos foram dose
dependente e o titulo alcangado foi de 1/4.

Com os extratos obtidos com mitomicina C apenas duas amostras foram
positivas, apresentando o mesmo titulo e efeitos citopaticos que os encontrados com
0s sobrenadantes das culturas. A mitomicina C tem sido utilizada na extragdo de
toxinas de E.cofi, com um aumento de até 100 vezes na producdo de verotoxinas (VT)
e LT (toxina termolabil), quando empregadas na concentracio de 1 ug/ mL (GEMSKI et
al., 1987; al- JUMAILI et af, 1992; Apud CATANI, 1998). A mitomicina C tem também
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sido utilizada para a extrac&o do fator necrosante citotdxico (CNF) (BLANCO et .al..
1988; BLANCOC ef .al, 1992, apud CATANI, 1989). PARREIRA {(1998) utilizou
mitomicina C para extracdo de VT em amostras de F.coli isoladas de galinhas com
Sindrome da Cabeg¢a Inchada (SCl), e ndo detectou aumento de titulo em culturas de
células.

N&o observamos efeitos citopaticos com os extratos de polimixina B nas
culturas de K.pneumoniae e E.coli Estes resultados divergem dos encontrados por
SINGH ef a/ (1999) e SINGH et al (2000), gquandc analisaram ¢ efeito de
sobrenadantes de cultura, extratos de polimixina e sobrenadantes de sonicados de
K.pneumoniae sobre céiulas Vero e MDBK; estes pesquisadores observaram
arredondamento, granulaco e vacuolizagdo, seguidos de morte celular em intervalo de
tempo de 6 a 48 horas com os trés tipos de preparagdes, como foi encontrado neste
estudo em células Vero, HelLa e HT-29 em periodo de 72 horas. Os titulos obtidos
variaram de 1/2 a 1/8 com todas as preparagSes, e com todos os tipos celulares
usados. A explicag&o para este fato se encontra nos trabathos de SINGH ef a/. (1999),
gue mostraram que sobrenadantes de cultura de Klebsiefla apresentavam apenas
15,13% do total de atividade citotoxica de uma cultura de Klebsiella, revelando que as
citotoxinas de Kiebsiella estavam ligadas & célula, como em E.col Shigella e
Salmonella. Ainda segundo estes pesquisadores, extratos de polimixina continham
cerca de 5,5 vezes mais citotoxicidade que os sobrenadantes de cuituras e, continham
92% da citotoxicidade presente em lisados ceiulares, mostrando o potencial da
polimixina B para liberac&o extracelular de citotoxinas ligadas & célula. CATANI (1999),
utilizou polimixa B em diferentes concentragbes e tempos de cultura, para extrair
enterohemolisina de amostras de E. cofi, @ ndo obteve resultados positivos.
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Os resultados observados com sobrenadantes de culturas realizadas em BHI e
BHI suplementado, adicionados da dose subinibitoria do antibidtico, apresentaram
titulos que vararam de 1/4 a 1/8 com amostras ESBL (+) e entre 1/2 2 1/4 com as
mesmas amostras cultivadas na auséncia do antibidtico em céluias Vero, revelando
que a presenga do antibidtico provocou discreto aumento na produgio da citotoxina. As
amostras ESBL (-) apresentaram titulo de 1/2 em células Vero. Em células HeLa e HT-
29 os titulos obtidos foram de 1/8 com amostras ESBL. (+) cultivadas na presenca do
antibidtico, e de 1/4 para amostras ESBL {+) cultivadas na auséncia do antibidtico:
mostrando maior sensibilidade destas células a ac@o da citotoxina que das células
Vero. As amostras ESBL (-} apresentaram titulos de 1/2 com estas células, como
observado com as células Vero. SINGH et al. (2000), observaram que células MDBK
eram mais sensiveis & agdo das citotoxinas de K pneumoniae que células Vero.

Estudos sobre a influéncia de doses subinibitorias de drogas antimicrobianas
sobre a viruléncia de bactérias tem aumentado nos Ultimos anos (GRIF et a/, 1998
KIMMIT et al., 1999; KIMMIT et al., 2000). GRIF ef al. (1998) observaram que doses
subinibitorias de cefixime, ceftriaxona ou eritromicina aumentavam a expressdo de
verotoxinas por amostras de E.cofi enterochemorragica 0157 que causa diarréia, colite
hemorragica e sindrome urémica hemolitica (HUS) em humancs. Estes pesquisadores
levantaram a hipétese de que o aumento na expressdo das foxinas estaria na inducdo
dos fagos que carreavam 0s genes para sintese destas toxinas, ou que o estimulo na
producéo de toxinas provocada pelo antibidtico poderia causar mudangas quantitativas
e gualitativas na composic&o da membrana externa dessas bactérias e que, alteracbes
estruturais na membrana externa podem causar aumento da permeabilidade e assim

estimular a secrecao de toxinas por interferir no controle da sintese.
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Existem varios fatores protetores contra invasio de microrganismos no sistema
circulatério do hospedeiro, enire estes estdo a fagocitose realizada por
polimorfonucieares € & agfo do sistema complemento. Microrganismos paiogénicos
desenvolvem estratégias para burlar a acio bactericida do soro. Muitas bactérias
Gram-negativas comensais s8o sensiveis ao efeito bactericida do soro humano,
enquanto linhagens patogénicas freqlentemente exibem propriedades de resisténcia
ao soro (OLLING, 1977, apud POUDSCHUN & ULLMANN, 1998). Enterobactérias
isolados de casos clinicos freqlentemente mostram resisténcia ao soro; a capacidade
de resistir ac soro tem sido correlacionada com o tipo de infeccdo e a severidade dos
sintomas. Diferengas no grau de suscetibilidade a agdo bactericida do soro pode
determinar se a linhagem & habil para infectar e o tempo que esta leva para provocar a
infecgdo (POUDSCHUN & ULLMANN, 1998).

Os resultados observados neste trabalho mostraram que, entre as amostras
ESBL (+), 60% foram considerados resistentes a agdo bactericida do soro humano,
enquanto entre as ESBL (-) apenas uma amostra foi resistente. O cuitivo na presenca
da dose subinibitéria n8c aumentou a resisténcia a atividade bactericida do soro.

Segundo PLUSCHKE ef al. (1983), a base molecular da resisténcia ao
complemento nac era bem entendida, mas provavelmente era multifatonial; inicialmente
polissacarideos da capsula e antigenos somaéticos O foram implicados.

No caso de Klebsiefla dois mecanismos foram levantados (MERINOG et al, 1992):
o primeiro seria uma parcial ou completa incapacidade de ativar o sistema
complemento, caracteristica de linhagens em que os polissacarideos capsulares
mascaram ¢ LPS evitando a ativacio, porque expdem substancias inativadoras como o
acido siglico; o segundo mecanismo, tipico de linhagens onde os polissacarideos
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capsulares € 0 LPS s&o expostos juntos na superficie celular, ocomre a ativacio dos
componentes do complemento que se ligam ao longo da cadeia do LPS, em locais
longe da membrana celular impedindo a lise. A quantidade da proteina C3b depositada
no LPS também determina o grau da resisténcia ao soro (ALBERTI et al, 19986).
Linhagens sensiveis ao soro ativam as duas vias do sisiema complemento, alternativa
e cléssica, enquanto linhagens resistentes ao soro ativam apenas a via altemnativa. A
ativagéo das duas vias leva a uma maior deposicéo de C3b, resultando em maior grau
de destruicdo € morte bacteriana.

Segundo POUDSCHUN & ULLMANN (1998) a resisténcia ao soro ndo seria uma
caracteristica estavel, podendo ser afetada por fatores ambientais e pela composicéo e
efeito do LPS, pois dentro do mesmo sorotipo podem ser encontradas amostras
resistentes e sensiveis. Existem estudos mostrando a influéncia de diferentes
condicbes de osmolaridade sobre o LPS de bactérias. Quando estas eram cultivadas
em condi¢bes de alta osmolaridade apresentavam resisténcia ao soro humano normai,
enquanto bactérias crescidas em condicdes de baixa osmolaridade mostravam
sensibilidade ao mesmo (AGUILAR ef al., 1997, apud POUDSCHUN & ULLMANN,
1998}

CARBONELL (1992), analisando a resisténcia ao soro de amostras de Serratia
marcescens, encontrou amostras sensiveis e resistentes periencentes ao mesmo
sorotipo. Os resuitados encontrados neste estudo foram concordantes com os dados
da literatura, pois mostraram que a resisténcia ao soro humano normal variou enire as
amostras ESBL (+) e ESBL (-). A presenca da dose subinibitéria ndo alterou esta

caracteristica nas amostras ESBL {+).



A habilidade para obter ferro durante o crescimento “in vivo” € um importante
determinante de viruléncia em muitas espécies bacterianas. Como o ferro ndo esta livre
e disponivel nos tecidos e fluidos, muitos microrganismos produzem substancias
quelantes do ferro de baixo peso molecular e alta afinidade, denominadas de
sidercforos (WARNER & WILLIAMS, 1981; HIDER, 1984; apud, BROCK et al., 1951).

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que todas as amostras ESBL (+) e
ESBL (-) tanto de K.pneumoniae como de E.coli foram produtoras de aerobacting,
revelandc a capacidade destas amostras de retirarem ferro das proteinas camreadoras
ou das celuias.

Segundo MARTINEZ ef al. (1987), citado por PODSCHUN & ULLMANN (1998),
as enterobactérias podem ser divididas em dois grupos de acordo com a sintese de
aerobactina, um grupo com baixa porcentagem de linhagens produtoras de aerobacting
compreendendo géneros como Serratia, Proteus e Salmonelia; o segundo grupo com
alta incidéncia de sintese de aerobactina inclui o género Escherichia. No género
Klebsiella, tem sido demonstrada a presenca de enterobactina e aerobactina.
Entretanto, enquanto todas as linhagens produzem enterobactina, a aerobactina tem
sido observada apenas em algumas, independente da espécie e do local do isolamenio
(PODSCHUN ef al, 1992; apud PODSCHUN & ULLMANN, 1998). BROCK ef al.
(1991), demonstraram que os dois siderdforos podem adquirir ferro de diferentes
fontes; enterocolina predominantemente retira o ferro da transferrina e a aerobactina
obtem ferro preferenciaimente das células ou tecidos. Amostras de E.coli invasoras
foram corelacionadas com a producio de aerobactina, uma vez que ficam em contato
com os tecidos gue s&0 uma fonte potencial de ferro (BROCK et a/, 1991). A produce

de aerobactina foi comprovada estar associada com linhagens virulentas de Kiebsiella
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(NASSIF & SANSONETTI, 1986).Foi demonstrado que isolados de K. pneumoniae que
nao sintetizam aerobactina, eram capazes de usar aercbactina exdgena como sua
Unica fonte de ferro, porque expressavam o receptor para aerobacting; estas linhagens
poderiam levar vantagem sobre bactérias sintetizadoras de aerobactina em infecgbes
mistas (WILLIAMS & TOMAS, 18801
A capacidade de aderir as células intestinais tem sido bastante estudada em
enterobactérias patogénicas. Investigacbes epidemiologicas tém revelado que ©
reservatorio de linhagens de K pneumoniae e de outras enterobactérias que causam
infecgbes nosocomiais era o trato gastrointestinal do paciente, portanto foi suposto que
as linhagens eram habeis a aderir ao epitélio intestinal. (DARFEUILLE-MICHAUD et af.,
1992; FAVRE-BONTE et al, 1995). Tem sido demonstrado que a colonizaco das
superficies mucosas do hospedeiro por patégenos entéricos requer fatores
especializados codificados pelo microrganismo que ligam especificamente as células
do hospedeiro (DONNENBERG & KAPER, 1992; apud FAVRE-BONTE et al.,1995; Di-
MARTINO ef a/,1996), sugerindo que fimbrias, adesinas n&o fimbriais e
polissacarideos extra-capsulares estariam envolvidos no processo de adeséo
(DARFEUILLE-MICHAUD et al, 1992; HORNICK et al., 1992; FAVRE-BONTE et
al,1985). Segundo LIVRELLI ef al (1996), muitos géneros da familia
Enterobactenaceae expressam fimbrias do tipo 1 que causam aglutinacdo manose -
sensivel de eritrocitos de cobaias e fimbrias do tipo 3 que medeiam aglutinagio
manose-resistente semelhante a aglutinac@o de eritrdcitos tratados com acido tanico
por linhagens de Klebsielfa.
Linhagens de E.coli isoladas de fezes diarréicas tém sido classificadas em
diferentes grupos de acordo com o padr@o de aderéncia que apresentam em cultura de
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células: aderéncia localizada, aderéncia agregativa e aderéncia difusa (FAVRE-
BONTE, ef &/.1995). Estes padrfes de adesio estio associados com diferentes
sindromes clinicas e com o padréo de resisténcia as drogas antimicrobianas (BALDINI,
ef al.,1983; VIAL et al,1988; GIRON ef a/,1991, apud FAVRE-BONTE ef al,1995:
LIVRELL! ef a/,, 1988},

Esse mesmo padrao de ades&o foi observado com finhagens de K. pneumoniae
isoladas de infecgbes nosocomiais (LIVRELLI et al, 1996). Foi demonstrada 2
transferéncia de genes gue codificam fatores de adesc entre amostras de E.coli & K
pneumoniae no intestino humano, uma vez que a adesina CF29K idéntica & proteina
CS831A-L carreada por linhagens de E.coli promovem a habilidade de amostras de
E.cofi e K pneumoniae ligarem em linhagens de células intestinais como CaCo- 2.

Neste estudo, foram observados os trés padrdes de ades3o descritos
anteriommente, com as amostras ESBL (+) e ESBL (-). O padrao agregaiivo prevaleceu
sobre os demais nas amostras ESBL (+) e estava presente em duas amostras ESBL
{-} uma de E.coli e outra de K pneumoniae. Estes resultados estao de acordo com os
encontrados por LIVRELL] et al. (1996), que observaram a predominéncia deste
fendtipo em amostras de K.pneumoniae iscladas de infecgdes nosocomiais. Por outro
lado, estes pesquisadores observaram uma maior relagdo entre o padrio de adesdo
localizada entre amostras muitiresistentes de K. pneumoniae, produtoras das B~
lactamases CAZ-5/SHV-4, do gque em amostras sensiveis. Estes resultados foram
divergentes dos encontrados neste estudo, pois encontramos apenas uma amostra
entre as ESBL (+) com aderéncia localizada. Pode ser que os tipos de adesinas e

receptores celulares envolvidos neste processo, assim como as condigdes de cultive

tenham determinado estas diferencas.
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O resultado do teste de letalidade em animais comprovou a patogenicidade das
amostras utilizadas, eniretanto n&o foram observadas diferencas no grau de viruléncia
entre as amostras ESBL (+) e ESBL (-} neste experimento, pois a porcentagem de
morte variou de 60 a 80 % no periodo de 12 a 24 horas, respectivamente. Comparande
estes resultados com os testes de producdo de hemolisina verificamos que outros
fatores de viruléncia poderiam ser os responséaveis pela patogenicidade das amostras.
Segundo YI-CHY!| LAI, et al. (2000), as populacdes de K pneumoniae patogénicas sido
altamente heterogéneas, podendo expressar genes que codificam polissacaridecs
capsulares que naoc s&o essenciais para o crescimento de K. pneumoniae in vitro, mas
in vivo tém sido mosirados como um dos principais fatores de viruléncia de K
pneumoniae, funcionando como uma barreira contra a fagocitose de
polimorfonucleares no hospedeiro. SINGH ef al. (2001), descreveram recentemente
que citotoxinas tém sido um dos principais fatores de viruldncia de amostras de
Klebsiella responsaveis pela letalidade de animais. Em nossos estudos n&o foram
observadas diferencas na expresséo de citotoxinas nem na producdo de aerobactina
entre as amostras ESBL (+) e ESBL (-) estudadas. Também nao foram observadas
diferengas na andlise histolégica dos drgéos retirados dos animais infectados com as
respectivas amostras, confirmando a semelhanga no grau de viruléncia das amostras

nas condicdes testadas.



7. CONCLUSOES

1 - A presenga da dose subinibitdria do antibidtico nao influenciou de forma
significativa a produgdo de fatores de viruléncia como hemolisinas, citotoxinas,
resisténcia a atividade bactericida do soro e produgdo de aerobactina pelas amostras

ESBL (+), nas diferentes condigdes estudadas.

2 - Amosiras ESBL (+) apresentaram atividade hemolitica para heméacias eqgliinas,

quando cuitivadas em meios carentes de ferro independente da tens&o de oxigénio.

3 — Amostras ESBL (-) apresentaram atividade hemolitica para hemacias equinas

apenas quando cultivadas em meios carentes de ferro e em aerobiose.

4 — A auséncia de ferro em placas de agar-sangue (cameiro) favoreceu a atividade
hemolitica de 07 amostras de K. pneumoniae ESBL (+) apenas em anaerobiose. Estes
resuitados indicam que estas amostras possivelmente produziam mais que um tipo de
hemolisina, j& que uma lisava hemacias eqiinas, independente da tenso de oXigénic;

e outra rompia hemdcias de cameiro apenas emn anaerobiosa.

5 - Condigdes de estresse como: caréncia de ferro e presenca de antibidticos,
associadas com baixa tens@o de oxigénio em placas de agar-sangue foram as

meithores condicbes encontradas para a produgéo e expressido de hemolisina(s) pelas

amosiras em estudo.

o
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6 ~ A presenca de calcio nos meios teve acBo semelhante a da dose subinibitéria do

antibidtico, para amosiras ESBL (+) sobre hemécias eqlinas, em placas.

8 — Hemacias equinas foram mais sensiveis 3 ag8o da(s) hemolisina(s), gue as outras

hemacias testadas.

9 — Apenas as amostras de E.coli ESBL (+) e (-) apresentaram atividade hemolitica

nos sobrenadantes das culturas, nas diferentes condicdes estudadas, para hemacias

eqglinas e de cameiro.

10 — A combinagao de cultivo em meio carente de ferro associada com a diluicdo das
nemdcias em PBS adicionado de calicio favoreceu a expresséo de atividade hemolitica
nos sobrenadantes de 03 amostras ESBL (+) de Kpneumoniae para hemacias

egquinas.

11 — Sobrenadantes das amostras ESBL (-) apresentaram mesmo tipo de efeito

citopético que as amostras ESBL (+), nas culturas de células, porém com titulos mais

baixos.

12 - Células HT-29 apresentaram maior sensibilidade a acdo das citotoxinas das

amostras em estugo.

13 — A maioria das amostras ESBL (-) foi sensivel a4 acao bactericida do soro.



14 — Observou-se trés tipos de ades&@o em células Hela e HT-29, ades8o agregativa, a
iocalizada e difusa, entre as amostras de K. pneumoniae e E.coli ESBL (+), sendo o

tipo agregativo predominante. Estes resultados corroboram com dados da literatura que

relacionam esie tipo de ades&c com infecgbes nosocomiais.

15 — As amostras em estudo nao eram produtoras da enterotoxina termo estavel.

16 — N&o houve diferenga na viruléncia das amostras ESBL (+) e ESBL (-) de K

pneumoniae No ensaio in vivo. A amostra de E.coli ESBL (+) foi menos virulenta que a

amostra ESBL {-).
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