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RESUMO

Klebsiella pneumoniae é uma enterobactéria responsavel por uma alta incidéncia
de infeccdes hospitalares, causadas geralmente por linhagens portadoras de
multirresisténcia e produtoras de B-lactamases de amplo espectro (ESBL). Este trabalho
teve como objetivo determinar os genes envolvidos na formagdo de beta-lactamases
classicas e ESBLs em isolados de K. pneumoniae de Recife-PE, Brasil, assim como
investigar o efeito ultra-estrutural causado por diferentes concentragdes de antibioticos
beta-lactamicos, em isolados de K. pneumoniae produtores de diferentes tipos de beta-
lactamases. Foram analisados 52 isolados de K. pneumoniae quanto a presenga dos
genes blagyy e blatgy, originados da microbiota normal e de infec¢des na comunidade e
hospitalares e para a investigacdo do gene blacrx.m foram utilizados 19 isolados clinicos
de K. pneumoniae que apresentaram resisténcia a cefalosporinas de terceira geragdo ou
ao aztreonam. Os MICs dos isolados foram determinados frente aos antibioticos
ceftazidima, cefotaxima e aztreonam. Dois isolados de infec¢do nosocomial de K.
pneumoniae foram submetidos a diferentes Sub-MICs de ceftazidima, cefotaxima e
aztreonam para a analise pela Microscopia Eletronica de Transmissdo e de Varredura
(MET ¢ MEV). O gene blagyy foi detectado em 16 isolados hospitalares, 4 da
comunidade e 9 da microbiota, enquanto o gene blargy foi detectado em 18 isolados
hospitalares, 4 da microbiota e 2 da comunidade. Através do sequenciamento de DNA,
o gene blacrx.mz foi detectado em trés isolados resistentes tanto a ceftazidima quanto a
cefotaxima. Adicionalmente, foi encontrada uma nova variante SHV em um dos
isolados e a presenca de duas variantes anteriormente relatadas a SHV-28 e a SHV-108.
As analises dos 2 isolados de K. pneumoniae pela MET ¢ MEV mostraram grandes
alteracdes morfoloégicas e ultra-estruturais dos isolados, quando submetidos aos
diferentes Sub-MICs de ceftazidima e cefotaxima. *Nossos resultados mostram que
isolados de K. pneumoniae portadores de diferentes B-lactamases e resistentes a
diferentes antimicrobianos podem sofrer alteragdes ultra-estruturais significativas
quando submetidos a Sub-MICs da droga, o que poderia possibilitar uma melhor

atuacao do sistema imune de um paciente infectado com esta espécie bacteriana.

Palavras chave: Klebsiella pneumoniae, genes de resisténcia, B-lactamicos, blasyy,

blarewm, blacrx-m



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is an enterobacteria responsible for a high incidence of
hospital infections usually caused by strains carrier of multidrug resistance and producer
of broad spectrum B-lactamase (ESBL). This study aimed to determine the genes
involved in the formation of classical beta-lactamases and ESBLs in Recife-PE, Brazil,
and investigate the ultrastructural effects caused by different concentrations of beta-
lactam antibiotics in isolates of K. pneumoniae producers of different types of beta-
lactamases. It was analyzed 52 isolates of K. pneumoniae in order to search for blagyy
and blargy genes, from the microbiot and from community and hospital infections and
for the investigation of blacrx.mi gene it was used 19 clinical isolates of K. pneumoniae
that showed resistance to third-generation cephalosporins or aztreonam. It also was
determined the minimum inhibitory concentrations (MICs) of these isolates against
ceftazidime, cefotaxime and aztreonam antibiotics. Two isolates of nosocomial
infection by K. pneumoniae were submitted to different sub-MICs of the ceftazidime,
cefotaxime and aztreonam for analysis by Transmission and Scanning Electron
Microscopy (TEM and SEM). The blagyy gene was detected in 16 hospital isolates, 4 of
the community and 9 of the microbiota, while the blargy gene was detected in 18
hospital isolates, 4 of the microbiot and 2 of the community. The blacrx.m2 gene was
detected in 3 isolates resistant both ceftazidime and cefotaxime. It was discovery a new
SHYV variant in one of the isolates and the presence of two variants previously reported,
SHV-28 and SHV-108. The analysis of the 2 isolates of K. pneumoniae by TEM and
SEM showed large morphological and ultrastructural changes on the isolates, when
subjected to different sub-MICs of ceftazidime and cefotaxime. Our results suggest that
isolates of K. pneumoniae carriers of different B-lactamases and resistant to different
antibiotics may show large morphological and ultrastructural changes, when subjected
to sub-MICs of the drug, which could enable a better performance of the immune

system of a patient infected with this bacterial species.

Key words: Klebsiella pneumoniae, gene resistance, blasyy, blarewm, blacrx.m
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1.0 INTRODUCAO
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Klebsiella pneumoniae ¢ uma espécie bacteriana responsavel por uma alta incidéncia
de infec¢des hospitalares, principalmente em pacientes imunocomprometidos e neonatos,
causando pneumonias, septicemias, infeccdes urindrias e respiratorias. Estas infec¢des sao
causadas geralmente por linhagens portadoras de multirresisténcia e produtoras de f-
lactamases de amplo espectro (ESBLs — Extended Spectrum [-lactamases) (TRABULSI et
al., 2002).

Os antibidticos B-lactamicos atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana,
pela inativacao de varias enzimas, como as Proteinas Fixadoras de Penicilina (PBPs), que
participam da sintese final do peptideoglicano. A producdo de P-lactamases ¢ um dos
mecanismos mais eficientes de resisténcia a [-lactamicos em isolados clinicos da familia
Enterobacteriaceae (SANDERS et al., 1992). A atuacdo destas enzimas se da pela hidrolise
do anel B-lactdmico, transformando os antibidticos correspondentes em produtos inativos
(TRABULSI et al., 2002). As PB-lactamases classicas podem ser codificadas por genes
cromossomicos como o blaypn.; € 0 blagyy.;, 0s quais conferem resisténcia a ampicilina,
amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina, ou por genes plasmidiais como o blargm.; (CHAVES
etal., 2001).

O amplo perfil de resisténcia a antimicrobianos apresentado por bactérias de diversas
espécies levou ao uso de novos B-lactimicos para o tratamento de infecgdes por isolados
multirresistentes, propiciando uma selecdo de bactérias portadoras de genes alterados por
mutacoes pontuais (HAEGGMAN et al., 2004). Mutagcdes no DNA cromossémico ou
plasmidial, podem resultar na substituicao de um ou mais aminoacidos durante a formacao da
proteina, aumentando o espectro hidrolitico da enzima transcrita, possibilitando o surgimento
das B - lactamases de espectro estendido (Extended Spectrum [ -lactamases — ESBLs),
enzimas que podem degradar antibidticos B-lactdmicos como as cefalosporinas de 3* geragdo
e o monobactamico, aztreonam (PAI et al., 1999; HAEGGMAN et al., 2004; MUNDAY et
al., 2004). O aumento do espectro hidrolitico e a diferenca do ponto isoelétrico destas
enzimas dependem da localizagdo e de quais aminoacidos foram substituidos durante a
tradug¢ao, modificando a resisténcia bacteriana em relacdo a alguns antimicrobianos (PAI et
al., 1999; RASHEED et al., 2000). O aumento crescente da variedade de B-lactamases tem
sido relatado em isolados de Escherichia coli, K. pneumoniae, K. oxytoca e outros membros
da familia Enterobacteriaceae, constituindo um desafio no diagnostico para os diferentes

laboratérios de microbiologia clinica (JACOBY et al., 2006).
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A familia SHV de ESBLs descrita no mundo hoje, inclui da SHV-2 a SHV-88, sendo
codificadas por plasmideos de alto peso molecular e derivadas da B-lactamase classica SHV-
1, diferindo em poucos aminodcidos da mesma (BUSH et al., 1995; HAEGGMAN et al.,
2004). No entanto, a familia de ESBLs derivadas do gene blatpm.; ocorre a partir da enzima
TEM-3 at¢ TEM-152, sendo todas codificadas por plasmideos (BUSH et al., 1995; JEONG et
al., 2004).

Um outro tipo de ESBL a CTX-M, possui acdo mais eficiente contra oxi-amino [3-
lactamicos, como a cefotaxima e o aztreonam, quando comparada a agdo contra a ceftazidima.
(TZOUVELEKIS et al.,, 2000; PAGANI et al., 2003). Dados da literatura mostram que K.
pneumoniae ¢ a espécie bacteriana que mais produz ESBLs, principalmente do grupo 2, TEM,
SHV e CTX (BUSH et al., 1995; COQUE et al., 2002; CHANAWONG et al., 2002). Nao ha
na literatura, no entanto, relatos que determinem a prevaléncia e o genotipo de ESBLs em
isolados de K. pneumoniae no Brasil, Recife-PE.

Desde 1987, Paul Williams e colaboradores relataram que Sub-Concentragdes
Inibitérias Minimas de antibidticos (Sub-MICs), em particular de penicilina e de
cefalosporinas, podem exercer um efeito grave na morfologia bacteriana e conseqiientemente
na superficie celular, onde os danos induzidos pelos antibidticos podem aumentar
sensivelmente a sensibilidade dos microrganismos aos mecanismos de defesa do hospedeiro,
contribuindo para a erradicacdo da infeccdo causada pelo microrganismo. Porém, ndo ha
trabalhos que correlacionem as alteracoes na morfologia da célula bacteriana submetida a
Sub-MICs de diferentes antibidticos, quando a bactéria € portadora de diferentes genes para -
lactamases classicas e de espectro ampliado (ESBLs).

Torna-se evidente a importancia do estudo molecular dos mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos B-lactamicos, para determinacdo dos genes envolvidos na formacao de [-
lactamases classicas ¢ ESBLs, assim como a caracterizacdo dos efeitos ultra-estruturais
causados por antibidticos B-lactamicos, frente isolados de K. pneumoniae produtores e nao

produtores destas enzimas.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA
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2.1. Klebsiella pneumoniae

O género Klebsiella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, foi descrito
primeiramente pelo microbiologista alemao Edwin Klebs no final do século XIX. Essas
bactérias t€m como habitat natural o trato intestinal de seres humanos e animais, sendo
também encontradas em aguas de superficie, plantas e solo. Muitas cepas de Klebsiella
hidrolisam uréia lentamente produzindo uma cor rosa-palida na superficie inclinada do agar
uréia Christensen. A produg¢do de indol a partir do triptofano pode ser utilizada para
diferenciar duas espécies deste género, K. pneumoniae ¢ indol negativa e Klebsiella oxytoca é
indol-positiva, sendo ambas as espécies imoveis (KONEMAN et al., 2001).
Taxonomicamente, as espécies do género Klebsiella sao classificadas em K. pneumoniae
subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae, K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis,
K. oxytoca, K. terrigena, K. planticola, K. ornithinolytica.. Usualmente refere-se a espécie K.
pneumoniae subsp. pneumoniae com K. pneumoniae, € as outras duas subespécies como K.
ozaenae ¢ K. rhinoscleromatis (PODSCHUM & ULLMANN, 1998).

A espécie K. pneumoniae ¢ isolada com maior freqiiéncia de amostras clinicas, sendo
a principal espécie do género, podendo causar uma forma cldssica de pneumonia primadria,
apresentando caracteristicas radiograficas anormais comparando com algumas infecg¢des
piogénicas, tendo alta taxa de mortalidade quando ndo tratadas (PODSCHUM & ULLMANN,
1998). Esta bactéria ¢ encontrada com freqiiéncia de 19% nas fezes de individuos sadios,
porém ndo ¢ comum encontra-la na orofaringe destas pessoas (1 a 6%), podendo haver um
aumento desta prevaléncia em pacientes hospitalizados para 20%. Como patdégenos
oportunistas, K. pneumoniae ataca primariamente individuos imunocomprometidos quando
hospitalizados e com doencas pré-existentes e em condigdes debilitantes, como o alcoolismo,
diabetes mellitus e doenca pulmonar obstrutiva crénica (PODSCHUM & ULLMANN, 1998;
KONEMAM et al., 2001). S3ao bacilos Gram negativos imoveis, ndo esporulados,
fermentadores de lactose com producdo de 4acidos, que exibem colonias mucodides com
consisténcia viscosa em meios de selegdo primdria. (KONEMAN et al., 2001). Estes
microrganismos sdo envolvidos por capsulas polissacaridicas, nas quais estdo presentes
diferentes antigenos que permitem a diferencia¢do do género em 77 sorotipos (PODSCHUM
& ULLMANN, 1994).

Infecgdes por K. pneumoniae principalmente em pacientes imunocomprometidos ou
em condicdes debilitantes, muitas vezes ocorrem por uma auto-infeccdo da microbiota da

orofaringe ou entérica do paciente, podendo causar também infecgdes extra-pulmonares,
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como enterite € meningite em lactentes, além de infec¢des urindrias e septicemias em criangas
e adultos (PODSCHUM & ULLMANN, 1998). O trato urinario ¢ um dos locais mais comuns de
infecgdes, principalmente em pacientes com doengas renais ou com diabetes mellitus (LYE et
al., 1992).

Apesar dos avangos da terapia antimicrobiana, a mortalidade e morbidade
associadas a casos de infeccdes hospitalares continuam significantes mundialmente. De
acordo com o Programa de Vigilancia Brasileiro MYSTIC, as bactérias Gram-negativas mais
envolvidas em infecgdes hospitalares (septicemias e infec¢des urinarias e respiratorias) no
Brasil sdo: Pseudomonas aeruginosa (30.3%), Escherichia coli (18.6%), Klebsiella
pneumoniae (16.9%), Acinetobacter baunmannii (8.8%) e Enterobacter cloacae (7.1%)
(KIFFER et al., 2005). Nos Estados Unidos, K. pneumoniae representa o quarto patdogeno
mais comum de pneumonia e septicemia em unidades de terapia intensiva (CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2003). De acordo com o “SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program”, Klebsiella spp. foi responsével por 7 a 10% das
infeccdes nosocomiais sistémicas, durante 1997 e 2003, na Europa, América Latina e
América do Norte (BIEDENBACH et al., 2004).

O alto envolvimento de K. pneumoniae em infecgdes graves, esta relacionada a grande
facilidade desta espécie na aquisicdo de plasmideos de multirresisténcia, durante o processo
de conjugacao bacteriana (TRABULSI et al., 2002), os quais podem possibilitar resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos inclusive aos B-lactdmicos, sendo um fator limitante e

uma das maiores causas de falhas no tratamento das infec¢des causadas por esta bactéria.

2.2. Parede celular das bactérias gram-negativas

A parede celular das bactérias Gram-negativas ¢ mais delgada que a das Gram-
positivas, porém ¢ estruturalmente mais complexa. Na parte externa da membrana
citoplasmatica localiza-se o espago periplasmatico, um compartimento que contém varias
enzimas € que se encontra entre a membrana citoplasmatica e a por¢ao interna da parede
celular (Figura 1). Uma simples unidade de camada glicopeptidica forma a borda externa do
espaco periplasmatico. Apenas metade das cadeias peptidicas unidas aos residuos de acido N-
acetilmuramico estdo realmente entrecruzadas. Fora da fina camada de glicopeptideos
encontra-se a membrana externa que tem constituicdo similar a membrana citoplasmatica e
que encontra-se fixa a camada glicopeptidica por uma lipoproteina. Um outro componente

estrutural exclusivo da membrana externa das bactéria Gram-negativas ¢ o lipopolissacarideo
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(LPS), os quais sdo os principais determinantes antigénicos de superficie das bactérias Gram-
negativas e que sdo responsaveis pela atividade de endotoxinas das células Gram-negativas
(KONEMAN et al., 2001; TRABULSI et al., 2002).

Algumas bactérias possuem céapsula externamente a parede celular podendo estar
estreita ou frouxamente associada a estrutura externa da parede celular. A cépsula
polissacaridica ¢ formada por 4cidos polissacaridicos de alto peso molecular, encontrados na
superficie celular de muitas espécies bacterianas podendo apresentar varias fungdes, como
proteger a célula da dessecacdo de materiais toxicos no ambiente, ajudando na aderéncia da
bactéria a superficies mucosas, além de exercer resisténcia a fungdo bactericida do
complemento e de anticorpos séricos (KONEMAN et al., 2001; TRABULSI et al., 2002;
ANDREA RAHN et al., 2003). Em Klebsiella spp. as capsulas sdo essenciais a viruléncia
bacteriana além de proteger contra fagocitose de polimorfonucleares (PODSCHUM &

ULMAN., 1998).

Céapsula
Septo de Membrana Externa (ME)
Divisao Pil Camada de Glicopeptideo

l [ Sitio de Aderéncia

Membrana
Citoplasmatica

Lipoproteina
Corpo de
5 incluséo
‘ 8 % ©°0 Opo \.‘
0 0O Q
NS Y Espago
~ B B (3 Vl, E‘a 5 &Y Periplasmico
L,romossomos
Ribossomos
Flagelo

Gram-Negativa

Figura 1. Corte longitudinal de uma célula bacteriana gram-negativa.
(Fonte: Koneman et al., 2001, 5% edi¢do. p. 07)

2.3. Antibiéticos p-lactimicos

Os antibidticos B-lactamicos sdao os antibidticos mais prescritos mundialmente, devido
a sua boa atividade e baixa toxicidade (HAEGGMAN et. al., 2004). Neste grupo estdo

incluidas as penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenemas e os monobactdmicos, sendo
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todos portadores de um anel B-lactimico, formado de trés atomos de carbono e um de
nitrogénio (TRABULSI et al., 2002). A entrada do antimicrobiano nas células bacterianas se
da por proteinas denominadas “porinas” as quais se comportam como canais i0nicos € que se
localizam na membrana externa de bactérias gram-negativas, possuindo afinidade especifica
pelos diferentes antibidticos (KONEMAN et al., 2001; KD TRIPATHI., 2006).

Esta classe de drogas interfere na sintese da parede celular bacteriana, interefrindo no
crescimento e desenvolvimento normal das células bacterianas. Nos microrganismos Gram-
positivos a parede celular tem uma espessura constituida por 50 a 100 moléculas, enquanto
nos Gram-negativos tem uma espessura constituida por apenas 1 a 2 moléculas (GOODMAN
& GILMAN., 2006). A biossintese do peptideoglicano envolve cerca de trinta enzimas
bacterianas, incluindo as transpeptidases e as glicosiltransferases, podendo ser dividida em
trés estagios. No primeiro estadgio as bactérias sintetizam um pentapeptideo do UDP-acido-N-
acetilmuramico e UDP-N-acetilglicosamina, no segundo ocorre a ligacdo dos dois
aminoacucares, onde os radicais de peptideoglicano sdo unidos entre si formando longos
filamentos € o UDP ¢ clivado, e na terceira etapa ocorre o término da formagdo de ligacao
cruzada que consiste na clivagem da D-alanina terminal das cadeias petidicas por
transpeptidases e a energia liberada ¢ utilizada no estabelecimento de liga¢des cruzadas entre
as cadeias peptidicas dos filamentos vizinhos dando estabilidade e rigidez a parede celular
(KD TRIPATHI., 2006; GOODMAN & GILMAN., 2006). Os antibidticos B-lactimicos
inibem as transpeptidases, nao ocorrendo a ligagdo cruzada, diminuindo a estrutura
entrelacada e rigida da parede celular. Estas proteinas relacionadas a sintese final do
peptideoglicano constituem as proteinas fixadoras de penicilina (PBPs - protein binding
penicilin) que se localizam na parte externa da membrana celular das bactérias e que podem
ser classificadas em trés classes baseado na presenca do dominio funcional conservado
(TRABULSI et al., 2002; McPHERSON & POPHAM., 2002; KD TRIPATHI., 2006).
Apenas a classe A de PBPs tem um dominio N-terminal que contém seqiiéncias de
aminoacidos conservados encontrados em todas as glicosiltransferases responsaveis pela
polimerizacao do peptideoglicano (McPHERSON & POPHAM., 2002).

As PBPs variam em suas afinidades pelos diferentes antibidticos B-lactamicos, embora
as ligacdes se tornem covalentes. Algumas PBPs de bactérias Gram-negativas sao
responsaveis pela sintese do peptideoglicano, outras sdo necessarias para a manutencdo da
forma de bastonetes da bactéria na formacdao de septos durante a divisdo bacteriana. A
inibicao de algumas transpeptidases leva a formacdo de esferoblastos e a uma rapida lise.

Entretanto a inibicdo das atividades de outras PBPs pode causar lise tardia (PBP2) ou a
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produgdo de longas formas filamentosas da bactéria (PBP3) (GOODMAN & GILMAN.,
2006)

Quando as bactérias se dividem na presenga de um antibidtico B-lactdmico sao
produzidas formas deficientes de parede celular e como o meio interno da bactéria ¢ mais
hiperosmético as células intumescem e sofrem ruptura. Em certas condigdes e no caso de
alguns microrganismos sdo produzidas formas filamentosas ou de morfologia indefinida,
incapazes de se multiplicar. O efeito litico destas substancias também pode se dever a nao
repressdao de algumas autolisinas bacterianas que normalmente funcionam na divisao celular
(TRABULSI et al., 2002; KD TRIPATHI., 2006).

A grande utilizagdo dos B-lactamicos possibilitou a sele¢do de isolados resistentes a
esta classe de antimicrobianos, levando a elaboragdes mais recentes de antibioticos, visando a
maior eficiéncia frente a estes isolados bacterianos portadores de resisténcia. Na maioria dos
casos a resisténcia a este grupo de antimicrobianos ¢ conferida pela produgdo de enzimas
chamadas de P-lactamases, capazes de degradar o anel PB-lactimico dos antibidticos,
transformando-os em produtos inativos (BUSH et al, 1995; TRABULSI et al., 2002;
HAEGGMAN et al., 2004). Estas enzimas tem sido grandes alvos de estudos
microbioldgicos, bioquimicos e genéticos no mundo inteiro. Diversas investigacdes tém
descrito mais de 190 proteinas bacterianas com a habilidade de interagir com uma variedade
de moléculas descritas como substratos ou inibidores. Devido a esta diversidade de
caracteristicas enzimaticas das [-lactamases, muitas tentativas foram realizadas para

categorizar estas enzimas pelo uso de seus atributos bioquimicos (BUSH et al., 1995).

2.3.1 Penicilinas

O termo penicilina se refere ao grupo de mais de 50 antibidticos quimicamente
relacionados (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000). Todas tém uma estrutura central
denominada 4cido 6-aminopenicilanico, sendo a diferenca entre as vdarias penicilinas
encontrada nas cadeias laterais (PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1996) que podem ser produzidas
tanto naturalmente quanto na forma semi-sintética (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000). As
penicilinas naturais sdo produzidas por certas espécies de fungos do género Penicillium spp
(PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1996) e as penicilinas semi-sintéticas podem ser classificadas
como:

» As aminopenicilinas (ampicilina, amoxicilina). Foram as primeiras penicilinas com

atividade contra bacilos Gram-negativos, como a E. coli e o Haemophylus influenzae.

27



Veras, Dyana L. Klebsiella pneumoniae: estudo molecular dos fatores de resisténcia e caracterizagao...

A amoxicilina ¢ melhor absorvida por via oral do que a ampicilina e atinge niveis
séricos duas vezes maiores (RIBEIRO, 2000);

» Resistentes a penicilinase (isoxazolilpenicilinas). S3o penicilinas modificadas
quimicamente ¢ que tem uma cadeia lateral que inibe a acdo da penicilinase. Nao sao
ativas contra os estafilococos resistentes a oxacilina, que hoje representam importante
problema de resisténcia bacteriana (HOLTEN, ONUSKO, 2000);

» Carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina). Tem atividade antipseudomonas,
notadamente a ticarcilina (TAVARES, 2000);

» Ureidopenicilinas (azlocilina, mezlocilina, piperacilina). Sdo consideradas penicilinas
de maior espectro, atuando também contra bactérias Gram-negativas e enterococos
(BUSH, JOHNSON, 2000).

Devido a grande produgdao de [B-lactamases por diversas espécies bacterianas faz-se
necessario a  associagdo de penicilinas com inibidores de [B-lactamases
(amoxicilina/clavulanato, ampicilina/sulbactam, ticarcilina/clavulanato,
piperacilina/tazobactam), ampliando o espectro de acao desses antimicrobianos, que passam a
ter atividade contra bactérias produtoras destas enzima, como o Haemophylus influenzae, o

Staphylococcus aureus e K. pneumoniae (BUSH, JOHSON, 2000).

2.3.2. Cefalosporinas e monobactimicos

As cefalosporinas sdo antibiodticos bactericidas que formam um grupo de antibidticos
semi-sintéticos derivados da “cefalosporina C” obtida do fungo Cephalosporium spp,
atualmente denominado Acremonium. Sao quimicamente relacionadas as penicilinas, onde o
nucleo ¢ constituido por um anel B-lactamico unido a um anel diidrotiazina possuindo mesmo
mecanismo de a¢do das penicilinas, porém se ligando a proteinas diferentes. Através da
adi¢do de diferentes cadeias laterais na posicdo 7 do anel B-lactdmico, alterando assim o
espectro de atividade, e na posicdo 3 do anel diidrotiazina, alterando a farmacocinética da
droga, pode-se produzir numerosos compostos sintéticos. As cefalosporinas podem ser
divididas em cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geracao, de acordo com a
ordem cronoldgica de seu desenvolvimento, levando em consideracdo o espectro e a potencia
do agente antibacteriano (KD TRIPATHI., 2006; GOODMAN & GILMANet al., 2006).

As cefalosporinas de primeira geracao foram desenvolvidas na década de 60 do século
XX, exibindo alta afinidade contra bactérias gram-positivas € menor, mas relativamente

moderada, atividade contra bactérias gram-negativas. Como exemplos de cefalosporinas de
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primeira geragdo tém-se a cefalotina, cefazolina, cefalexina, cefadroxil, cefradina. As
cefalosporinas de segunda geracdo (tais como a cefoxitina, cefuroxima e cefaclor) foram
desenvolvidas apo6s as de primeira geragdo, possuindo uma maior atividade contra
microrganismos gram-negativos mas sao muito menos ativas do que os agentes de terceira
geracdo. As cefalosporinas de terceira geracdo, onde inclui-se a ceftazidima, a cefotaxima e
cefoperazona, sdo menos ativas contra cocos Gram-positivos exibindo no entanto, muito mais
atividade contra as bactérias Gram-negativas, incluindo isolados produtores de p-lactamases.
As cefalosporinas de quarta geragdo, tal como a cefepima e cefpiroma, possuem amplo
espectro de atividade e exibem maior estabilidade em relagdo as [-lactamases (KD
TRIPATHI., 2006; GOODMAN & GILMAN., 2006).

O aztreonam ¢ um composto B-lactamico monociclico isolado de Chromobacterium
violaceum. Este antibidtico interage com proteinas de ligacdo da penicilina em
microrganismos sensiveis e induz a formacdo de longas estruturas filamentosas. Mostra-se
resistente a muitas das fB-lactamases que sdo elaboradas por diferentes espécies bacterianas

Gram-negativas (GOODMAN & GILMAN., 2006).

2.4. Resisténcia bacteriana a antibiéticos P - lactimicos

A resisténcia adquirida aos [-lactdmicos pode ocorrer basicamente por trés
mecanismos: alteragdo de proteinas alvo (PBPs), reduzindo assim a atividade do antibiotico;
impermeabilidade da célula bacteriana ao antibiotico, impedindo a chegada do mesmo ao
local de acdo; e produgdo de f—lactamases que destroem o antibidtico utilizado. O mecanismo
mais comum de resisténcia das enterobactérias aos p-lactamicos ¢ a producao de -lactamases
(KAREN BUSH., 2001). As enzimas SHV-1 e TEM-1 inativam penicilinas e algumas
cefalosporinas mantendo a sensibilidade aos inibidores de P-latamases, tais como acido
clavulanico, sendo, porém, inativas contra oxiimino cefalosporinas, como a ceftazidima.
Entretanto, a partir de 1983, o intenso uso destes antimicrobianos foi seguido de uma
evolugdo destas [-lactamases surgindo as ESBLs (Extended Spectrum B-Lactamase)
primeiramente relatadas em isolados de K. pneumoniae na Germania (SHV-2) e na Franga em
1984 (TEM-3). Estas enzimas diferem das B-lactamases originais por um ou poucos
aminoacidos conferindo atividade hidrolitica contra oxiimino cefalosporinas (tais como
ceftazidima, cefotaxima e cefoperazona) (SALADIN et al., 2002). Em 1990 surgiram enzimas
do tipo TEM resistentes aos inibidores utilizados em combinagdo com as penicilinas.

Posteriormente, surgiu o terceiro subgrupo das enzimas TEM, as quais conferem diferentes
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niveis de resisténcia ao acido clavulanico e a oxiimino cefalosporinas (ROBIN et al., 2007;
BRADFORD., 2001). Adicionalmente, na Europa, as ESBLs do tipo CTX-M sdo as mais
produzidas pelas bactérias Gram-negativas, principalmente por E. Coli e K. pneumoniae
(LIVERMORE et al, 2007).

As P-lactamases sdo enzimas bastante diversificadas, podendo ser agrupadas em
quatro classes moleculares (A,B,C e D) ou em trés principais grupos de acordo com a
classificagdo de Bush et al (1995): grupo 1, B-lactamases que hidrolizam cefalosporinas e que
sdo pouco inibidas pelo acido clavulanico (por exemplo, AmpC, MOX-1 e MIR-1); grupo 2,
penicilinases, cefalosporinases ¢ ESBLs que geralmente sdo inibidas pelo acido clavulanico
(por exemplo, LEN, TEM, SHV, CAZ, CTX-M e OXA); e grupo 3, metalo-f-lactamases que
hidrolizam penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas e que nao sdo inibidas pelo acido
clavulanico (por exemplo, IMP, VIM, SPM, GIM, CcrA e PCM). O grupo 2 engloba o maior
numero de B-lactamases, sendo dividido em oito subgrupos. As B-lactamases produzidas por
cepas de K. pneumoniae sao principalmente do grupo 2: penicilinases do subgrupo 2a (LEN-
1); penicilinases e cefalosporinases do subgrupo 2b (SHV-1 e TEM-1) e ESBLs do grupo 2be
(TEM-3 a 152, SHV-2 a 88 e CTX-M) (BUSH et al., 1995; COQUE et al., 2002;
CHANAWONG et al., 2002; HAEGGMAN et al., 2004; JEONG et al., 2004; JACOBY et al.,
2006; ROBIN et al., 2007).

As B-lactamases classicas podem ser codificadas por genes cromossomicos, como o
blasyy.1 € o blaypn.1, 0s quais conferem resisténcia a ampicilina, amoxicilina, carbenicilina e
ticarcilina, além de poderem estar presentes em genes plasmidiais, como o blatgm.1, sendo, as
B-lactamases SHV-1, encontradas em alta freqiiéncia (80 a 90%) no cromossomo de isolados
de K. pneumoniae (CHAVES et al., 2001; BRADFORD., 2001).

Recentemente varios estudos tem enfocado as ESBLs, enzimas geralmente codificadas
por genes que estdo presentes em plasmideos de alto peso molecular (DE CHAMPS et al.,
1991; SHANNON et al., 1998; LI e LIM., 2000), as quais sdo um crescente problema, em
geral na familia Enterobacteriaceae, pela grande facilidade da maioria dos membros desta
familia em adquirir plasmideos por conjugacdo, sendo especialmente encontradas em K.
pneumoniae ¢ E. coli. (RASHEED et al., 2000; TRABULSI et al 2002; JEONG et al., 2004).
Muitas ESBLs sdo variantes das p-lactamases classicas como a TEM-1 e SHV-1, onde houve
substituicdo de um ou mais aminoacidos na cadeia original, aumentando o espectro hidrolitico

da enzima, permitindo a inativacdo de B-lactamicos mais recentes, como as cefalosporinas de
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terceira geragdo e monobactdmicos como o aztreonam (SABIHA et al., 2001; PAI et al.,
1999; MUNDAY et al., 2004).

A familia SHV de ESBLs inclui hoje, da SHV-2 a SHV-88, sendo codificadas por
plasmideos de alto peso molecular (60 a 180 Kb), as quais diferem em poucos aminoacidos da
SHV-1 (BUSH et al., 1995., HAEGGMAN et al., 2004; ROBIN et al., 2007). Em contraste, a
familia de ESBLs derivadas do gene blarpm.; origina-se a partir da B-lactamase TEM-3
evoluindo at¢ a TEM-52, sendo todas as P-lactamases TEM originadas de plasmideos
(JEONG et al., 2004; JACOBY et al., 2006).

Nos ultimos anos surgiu uma nova familia de ESBLs mediada por plasmideos, a
CTX-M, que hidroliza preferencialmente cefotaxima e ceftriazona (SOGE et al., 2005;
LIVERMORE et al., 2007). Estas enzimas tem sido freqiientemente encontradas em isolados
de Salmonella entérica e E. coli , mas também em isolados de K. pneumoniae. As enzimas
CTX-M ndo sdo estreitamente relacionadas as [-lactamases SHV e TEM, tendo uma
similaridade de apenas 40% com estas duas B-lactamases comumente isoladas (BRADFORD
et al., 2001). No decorrer de 10 anos, 50 diferentes tipos de ESBLs CTX-M foram
identificadas em varias regidoes do mundo incluindo Asia, Africa, Europa, América do Norte e
do Sul (CHANAWONG et al., 2002; CAO et al., 2002; HSUEH et al., 2002; COQUE et al.,
2002; BONNET, 2004; JACOBY E BUSH, 2005; SOGE et al., 2006; LIVERMORE et al .,
2007). Estas enzimas s3o codificadas por plasmideos de alto peso molecular e que possuem
um alto nivel de atividade hidrolitica frente a cefotaxima quando comparada com ceftazidima,
tendo porém sua atividade diminuida na presenca de inibidores de -lactamases como o acido
clavulanico e tazobactam (CAO et al., 2002; PAGANI et al., 2003; VILLEGAS et al.,2003;
SOGE et al., 2005). Na América do Sul, a classe CTX-M aparece como dominante na
Argentina e a P-lactamase CTX-M-12 foi descrita em isolados de K. pneumoniae na
Colombia (QUINTEROS et al. 2003; VILLEGAS et al., 2003). Na regiao sudeste do Brasil,
enzimas CTX-M foram identificadas em E. coli, E. cloacae and K. oxytoca oxytoca
(BONNET et al., 2001; MINARINI et al., 2007; MINARINI et al., 2008), mas apenas em
dois estudos isolados de K. pneumoniae produtores de B-lactamase da classe CTX-M foram
detectados (CTX-M-2 and CTX-M-59) (MINARINI et al., 2007; GARCIA et al., 2008). No
entanto, no nordeste do Brasil a classe de enzimas CTX-M ainda néo foi relatada.

A familia CTX-M de ESBLs ¢ atualmente classificadas em cinco principais grupos de
acordo com a identidade da seqiiéncia de aminoacidos: CTX-M-1 (incluindo CTX-M-1, CTX-
M-3, CTX-M-10, CTX-M-11, CTX-M-12, CTX-M-15 e CTX-M-22), CTX-M-2 (inclui a
CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7 e Toho-1), CTX-M-8, CTX-M-9
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(inclui Toho-2 e Toho-3) e CTX-M-25, sendo os membros das diversas linhagens, diferentes
em 10 a 30% nos residuos de aminoacidos (BRADFORD., 2001; PAGANI et al., 2003,
NORDMAN et al., 2006). Atualmente tem sido observada uma emergéncia e disseminacao
global de ESBLs CTX-M, as quais tem sido o tipo de ESBL predominante em alguns paises
da Europa, Asia e América do Sul, sendo comumente associada a infecgdes nosocomiais mas
que também tem sido relatadas em isolados clinicos de infec¢des na comunidade
(QUINTEROS et al., 2003; MUNDAY et al., 2004, SOGE et al., 2005; LIVERMORE et al.,
2007).

2.5. Seqiienciamento de DNA

O seqiienciamento de nucleotideos permanece como um padrdo para a determinagao
dos genes codificantes para -lactamases presentes em um isolado bacteriano (BRADFORD.,
2001). O principio basico do seqiienciamento de DNA consiste na separagdo por tamanho, de
subconjuntos de moléculas de DNA. Cada uma dessas moléculas de DNA inicia em uma
mesma extremidade 5’ comum e termina em um de varios pontos finais alternativos em 3’.
Todos os membros de um determinado conjunto apresentam um tipo particular de base em
sua extremidade 3°. No método de terminagdo de cadeia, o DNA ¢ sintetizado pela DNA-
polimerase especifica a partir de um molde de DNA, e iniciado a partir de uma posigao fixa,
especificada por um oligonucleotideo iniciador. O método de terminagdo de cadeia emprega
substratos especiais modificados, os 2’-3’-didesoxinucleotideos (ddNTPs), que ndo possuem
o grupo 3’-hidroxila, que permitiria a continuidade de crescimento da seqiiéncia do DNA. A
DNA-polimerase ¢ capaz de incorporar um 2’-3’-didesoxinucleotideo na extremidade 3’ de
uma cadeia polinucleotidica em crescimento, mas uma vez incorporado a presenca do
nucleotideo modificado provoca o término do alongamento. A razdo ¢ que na extremidade 3’
das cadeias em crescimento ha auséncia do grupo 3’-hidroxila, necessario para o ataque
nucleofilico sobre a préxima molécula de substrato a ser incorporada. O comprimento dos
fragmentos especifica, portanto, a posi¢ao do nucleotideo na fita molde de DNA apo6s uma
eletroforese realizada em coluna dentro do seqiienciador de DNA, realizada com capacidade

similar aos géis de poliacrilamida anteriormente utilizados (WATSON et al., 2006).

2.6. Alteracdes estruturais causados por antimicrobianos p-lactamicos
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O elemento estrutural da parede celular bacteriana ¢ o peptideoglicano, e a
importancia desta estrutura ¢ demonstrada pelo niimero de agentes antimicrobianos que tem
como alvo este componente ou que interferem em sua sintese (DERREL & DAVID., 2002).
As PBPs sdo enzimas envolvidas na sintese do peptideoglicano da parede celular bacteriana e
inclui as transpeptidases, transglicosilases, endopeptidases e carboxipeptidases. Os
antibidticos  —lactamicos se ligam covalentemente a estas PBPs inibindo sua atividade
normal e assim causando diferentes alteracdes na estrutura da célula bacteriana, como
alteragdes na morfologia bacteriana e na estrutura da parede celular bacteriana (CINDY and
NEAL., 1999; DERREL & DAVID., 2002).

Desde 1987, Paul Williams relatou que sub-Concentragdes Inibitorias Minimas de
antibioticos (Sub-MICs), em particular da penicilina e de cefalosporinas, podem exercer um
efeito grave na morfologia bacteriana e conseqiientemente na superficie celular, onde os
danos induzidos pelos antibidticos podem aumentar sensivelmente os mecanismos de defesas
do hospedeiro, contribuindo para a erradicacdo da infec¢ao pelo microrganismo. Segundo
Held et al. (1995), sub-MICs de agentes antimicrobianos podem afetar a produgdao dos
componentes da parede celular bacteriana, resultando em sua redugdo significativa. Estudos
realizados com E. coli relatam que bactérias tratadas com sub-MICs de quinoldnicos
respondem com uma significante alteracdo da morfologia celular e grandes distirbios
metabolicos, bem como um aumento da susceptibilidade da bactéria a fagocitose por
neutréfilos humanos (HELD et al., 1995). Em 1988, Kadurugamuwa et a/ demonstraram a
formagdo de células bacterianas filamentosas através de experimentos “in vivo” com um
isolado de K. pneumoniae, submetendo-os a diferentes concentragdes de cefaloridina, uma
cefalosporina de primeira gera¢do. Adicionalmente, estudos realizados com Helicobacter
pylori, submetidos a sub-MICs de antibioticos B-lactdmicos, mostraram grandes alteragdes na
membrana e na morfologia celular bacteriana em todos os antibioticos B-lactamicos testados

(CINDY & NEAL., 1999).
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3.0 OBJETIVO
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3.1. Objetivo geral

Determinar os genes envolvidos na formacao de B-lactamases cldssicas ¢ ESBLs em
isolados de K. pneumoniae provenientes de Recife-PE, assim como analisar os efeitos ultra-
estruturais, causado por antibidticos B-lactdmicos, em isolados produtores de diferentes tipos

de B-lactamases.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar a ocorréncia dos genes de resisténcia blasyy, blatem € blacrx-v em isolados
de K. pneumoniae;

e Determinar possiveis mutagdes do gene blasyy € blactx-m nos diferentes isolados de K.
pneumoniae que contiverem este gene, através do seqiienciamento de DNA.

e C(orrelacionar os diferentes genes encontrados com o fendtipo de resisténcia a
antimicrobianos B-lactamicos nos isolados de K. pneumoniae.

e Caracterizar as alteragdes morfologicas e ultra-estruturais dos isolados de K.
pneumoniae submetidos a Sub-MICs dos antimicrobianos fB-lactamicos através da
Microscopia Eletronica de Transmissao e Microscopia eletronica de Varredura.

e Correlacionar o gendtipo e o fenotipo de resisténcia a antimicrobianos B-lactamicos
dos isolados de K. pneumoniae com a andlise ultra-estrutural e morfoldgica dos

isolados submetidos a Sub-MICs dos antimicrobianos utilizados.
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4.0 MATERIAIS E METODOS
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4.1. Isolados bacterianos

Para a realizacdo deste estudo foram analisados 52 isolados de K. pneumoniae, 24
isolados de infec¢des hospitalares, 8 isolados patogénicos provenientes de infeccdes na
comunidade e 20 isolados de K. pneumoniae nao patogénicos da microbiota normal de fezes e
orofaringe de criancas saudaveis entre 4 e 5 anos.

Os isolados nosocomiais foram obtidos de dois hospitais da rede publica do Recife,
entre os anos de 1998 a 2000, sendo 12 isolados provenientes do hospital da Restauracao (HR)
e 12 isolados do hospital das clinicas da UFPE (HC) (tabela 1). Essas linhagens de K.
pneumoniae foram isoladas de diferentes amostras clinicas e de diferentes pacientes. Os
isolados obtidos de infecgdes na comunidade foram fornecidos por um laboratério particular
de analises clinicas da cidade do Recife-PE (tabela 1), durante os anos de 2004 e 2005. Os
isolados ndo patogénicos da microbiota normal analisados neste trabalho (tabela 1) foram
obtidos de amostras de fezes e de secrecdo de orofaringe de criancas saudéaveis, com idades
entre 3 e 4 anos da creche publica Lar Fabiano de Cristo no bairro da Varzea, Recife-PE, entre
os anos de 2003 e 2004. Para obtencdo das amostras, houve permissdo assinada pelos
responsaveis (termo de consentimento livre e esclarecido). Todos os isolados bacterianos
foram mantidos em estoque congelado e para andlise foram cultivados em caldo BHI por 18
horas a 37°C.

Os isolados de K. pneumoniae analisados neste trabalho, foram caracterizados
anteriormente em outros estudos quanto a sensibilidade a antimicrobianos pelo teste de
difusdo de disco (NCCLS, 1997), presenca ou auséncia de ESBLs através do teste de sinergia
de disco duplo e perfil plasmidial (Veras et al., 2007; Souza Lopes et al., 2005).
Considerando que recentes dados da literatura européia sugerem que as B-lactamases SHV e
TEM apresentam uma alta prevaléncia em isolados de K. pneumoniae (HAEGGMAN et al.,
2004), foram analisados por PCR para os genes blasyy € blargm todos os 52 isolados de K.
pneumoniae obtidos sendo produtores de ESBL ou ndo. Para o gene blacrx.m, foram
analisados 19 isolados, pois estes apresentam caracteristicas fenotipicas de resisténcia a pelo
menos uma cefalosporina de terceira geragao ou ao aztreonam (tabela 1), obtidos de infec¢des

hospitalares (n=16) e na comunidade (n=3).
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Tabela 1. Origem e perfil de resisténcia a antimicrobianos dos isolados de K. pneumoniae analisados no presente

trabalho.
Isolado™ Origem Fonte de Perfil de resisténcia a antimicrobianos p- ESBL"™
isolamento lactdmicos®
K10-R, K6-R, K13-R* Secrecao
Hospitalar respiratoria AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
K15-R Hospitalar Sangue AMP,AMO,AMC,CTX,CP Neg.
K16-R* Hospitalar Urina AMP,AMO, AMC(Int.),ATM,CTX CP Pos.
Secregdo
K17-R, K14-R Hospitalar respiratoria AMP,AMO Neg.
K20-R,K3-C*, K19-R*, Hospitalar Urina AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
K16-C*
K7-C Hospitalar Urina AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
K10-C* Hospitalar Urina AMP,AMO,AMC(Int.),ATM, Neg.
CAZ(Int.),CTX(Int.)
K11-C, K8-C,KI11-R, Hospitalar Urina AMP,AMO Neg.
K18-R, K2-R, K17-C
K12-C Hospitalar Urina AMP,AMO,CTX(Int.) Pos.
K13-C Hospitalar Ferida AMP,AMO,CTX,CP Pos.
K14-C* Hospitalar Ferida AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
K15-C Hospitalar Urina AMP,AMO, CTX(Int.),CP(Int.) Pos.
K18-C Hospitalar Urina AMP,AMO,CP Pos.
K3-CM* Comunidade Urina AMP,AMO, AMC,CAZ, CTX Pos.
K4-CM, K6-CM, K8- Comunidade Urina AMP,AMO Neg.
CM, K10-CM, K12-CM
K9-CM Comunidade Urina AMP,AMO,ATM(Int.) Neg.
K11-CM Comunidade Urina AMP,AMO,AMC,CAZ(Int.), ATM Pos.
K22-ORO Microbiota Secregdo de AMP,AMO Neg.
normal orofaringe
K3.2-F, K58.2-F,
K63.1-F, K68-F, K6.3- Microbiota Fezes AMP,AMO Neg.
F, K58.3-F, K7.1-F normal

K10.1-F, K24.2-F,

KS51.1-F, 21.2-F, K7.2- Microbiota Fezes AMP,AMO Neg.
F, K13.3-F, K63.2-F, normal
K10.2-F
Microbiota
K3.1-F, K24.1-F normal Fezes Sens. AMP,AMO Neg.
21.1-F, 58.1-F Microbiota Fezes AMO(Int.) Neg.
normal

® Identificagdo dos isolados bacterianos: -R, Hospital da Restauragdo —PE; -C, Hospital das Clinicas da UFPE; -CM, isolados
de infecgdes na comunidade; -ORO, isolado da microbiota normal da orofaringe; -F, isolados da microbiota normal de fezes.
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® AMP, Ampicilina; AMO, Amoxicilina; ATM , Aztreonam ; CAZ, ceftazidima ; AMC, Amoxicilina - Clavulanato; CTX,
Cefotaxima: CP, Cefoperazona; Int., Intermediario.

©) ESBL, teste de sinergia de disco duplo (Veras et al ., 2007; Souza Lopes e al., 2005)

* Isolados seqiienciados para o gene blagyy.

4.2. Extraciao do DNA total

Foi realizada a extracdo do DNA total de todos os 52 isolados de K. pneumoniae
segundo Maniatis et al (1982). Os isolados bacterianos foram crescidos por 18 horas a 37°C e
1 ml da cultura foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
500ul de TE (10:1) foi entdo adicionado ao sedimento, sendo realizada uma nova
centrifugacdo. Ao precipitado foi adicionado 500ul de TE e 10ul de Proteinase K (5mg/ml),
ap6s homogeneizacao a suspensdo foi incubada a 60°C por 20 minutos. A lise foi concluida
pela adi¢do de 100ul de STE (2,5% SDS; 0,25M EDTA; 10mM Tris pH 8,0) e incubagao por
15 minutos a 60°C, 5 minutos a temperatura ambiente e posteriormente 5 minutos em gelo.
Em seguida, acrescentou-se 130ul de acetato de potassio SM seguindo-se de homogeneizagao.
A solugdo entdo foi mantida em gelo por 15 minutos para a precipitacio do DNA. Apds a
centrifugacao por 10 minutos, o sobrenadante de aproximadamente 700ul, foi transferido para
outro tubo adicionando-se o mesmo volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1),
seguido de centrifuga¢do por 5 minutos. O sobrenadante foi removido para outro tubo e o
DNA precipitado com aproximadamente 420ul de isopropanol, incubado a -20°C por 18
horas ou 20 minutos a -80°C. Em seguida, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 10
minutos e ao precipitado seco adicionado 10ul de RNAse (50ug/ml). O DNA extraido foi
estocado a -20°C para anélises de quantificagdo de DNA, PCR e seqiienciamento de DNA.

4.3. Quantificacio do DNA total

O DNA de todos os isolados de K. pneumoniae ap6s a extragdo foi quantificado por
comparagdo com quantidade conhecida do DNA do fago lambda clivado com a enzima Hind
III (Sigma). Uma aliquota de 1,0ul do DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% em tampdo TBE (Tris-borato 0,089M; acido boérico 0,089M; EDTA 0,002M) a
temperatura ambiente e sob corrente constante de 20mA e 100V. Apos a migragdo, o DNA foi
corado com brometo de etidio (10mg/ml) e observado em transiluminador de luz ultravioleta

(UV) e registrado em um sistema de foto documentag¢ao Kodak.

4.4. Condicoes da PCR para identificacao dos genes de resisténcia blasyy € blatpm
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Os genes blasyy e blatey foram investigados pela técnica da PCR, com os iniciadores
5’-GGTTATGCGTTATATTCGCC-3" ¢ 5>-TTAGCGTTGCCAGTGCTC-3’ (RASHEED et
al.,  1997), para o gene blagyy: 5’-ATGAGTATTCAACATTT-3> e 5’-
TACTGTCATGCCATCC-3’ (RASHEED et al., 1997) para o gene blatgm. Cingiienta e dois
isolados de K. pneumoniae foram analisados quanto a presenca dos genes blasyy € blatpm. As
reacoes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1ul de DNA genomico a 20ng/ul, 1,2U da enzima Tag DNA polimerase
(Gibco BRL), 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato (Pharmacia Biotech), 1,5 mM de
MgCl,, 10 pmol dos primers para o gene blasyy € blarpy, além de 2,5 ul de tampao (10x) e
15,3 ul de 4agua MilliQ estéril. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle
negativo, constituido de um tubo com todos os componentes da reacdo ao qual ndo foi
adicionado DNA, e um controle positivo, com 0 DNA da linhagem de K. pneumoniae (K16R)
positiva para o gene blargm, 0 DNA da cepa de referéncia ATCC 700603 positiva para o gene
blasyy.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Biometra) programado, para os
genes blaspyy € blatpm, 5 minutos a 96°C para desnaturacdo inicial seguido de 35 ciclos
consistindo cada ciclo de 1 minuto a 96°C para desnaturacdo, | minuto a uma temperatura de
62° C para o gene blagyy € 57° C para o gene blatgy € 1 minuto a 72°C para extensdao. Apos

os 35 ciclos, foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C.

4.5. Seqiienciamento do gene de resisténcia blagyy

O seqiienciamento automatico de DNA dos produtos da PCR positivos para o gene
blagyy foi realizado utilizando amostras de DNA fita dupla pelo método de terminagdo de
cadeia de desoxirribonucleotideo (SANGER et al., 1977), utilizando o seqiienciador
MegaBACE 750. Foi realizado o seqlienciamento dos produtos de PCR do gene blagyy
proveniente de 8 isolados de K. pneumoniae com fenotipo indicativo de producao de ESBLs
(com um fenoétipo intermedidrio ou de resisténcia a alguma cefalosporina de terceira geracao
ou ao aztreonam, detectado pelo teste de difusdo de disco) (tabela 1), visando determinar
possiveis mutagdes nesses genes. Os iniciadores utilizados foram: SHV.FoR: 5’-
GGGTTATTCTTATTTGTCGC - 3’ (RASHEED et al., 2000) para anelamento na regido
upstream do gene; SHV.ReE: 5’- CGTTTCCCAGCGGTCAAGG - 3’ (ESSACK et al., 2001)
para anelamento no interior do gene ¢ SHV.ReR: 5’- AGCGCGAGAAGCATCCTG - 3°
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(RASHEED et al., 2000) para anelamento na regido dowstream do gene.

4.6. PCR e seqiienciamento para identificacio dos genes de resisténcia blacrx.m

O gene de resisténcia blacrxy foram inicialmente investigados pela técnica da PCR,
com os iniciadores 5’- CGCTTTGCGATGTGCAG-3" e 5'-ACCGCGATATCGTTGGT-3’
(VILLEGAS et al., 2003) para o grupo blactx-mi- O gene blacrx-m foi investigado em 19
isolados que eram resistentes a pelo menos uma cefalosporina de terceira geragdao ou ao
aztreonam. As reacdes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 ul por
tubo, compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 10ng/ul, 2,0U da enzima Tag DNA
polimerase (Gibco BRL), 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato (Pharmacia Biotech),
1,5 mM de MgCl,, 10 pmol dos primers e 2,5 ul de tampao (10x). Em cada partida de
amplificacdo foi incluso um controle negativo, constituido de um tubo com todos os
componentes da reacdo ao qual ndo foi adicionado DNA, e um controle positivo, com o0 DNA
da linhagem de K. pneumoniae OKP2 proveniente do Departamento de Microbiologia, ICB-
UPE.

As amplificagdes do gene blactx-m; foram realizadas com ciclos de desnaturacio
inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95 °C
para desnatura¢do, 1 minuto a 55 °C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para
extensdo. Apds estes ciclos também foi realizada uma etapa de alongamento final de 10
minutos a 72 °C. Esta PCR foi realizada no setor de Biologia Molecular do Laboratoério de
Imunopatologia Keizo Asami.

Em seguida, foram utilizados primers mais especificos para cada grupo da familia
CTX-M, como descritos na Tabela 2, nas mesmas condi¢des de reacdo de PCR descritas
acima, porém com temperatura de anelamento especifica para cada primer (Tabela 2). Ambas
as fitas dos produtos de PCR, que foram positivas, foram seqiienciadas pelo método de Sanger
et al. (1977). As seqiiéncias de nucleotideos foram analisadas pelos programas BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Clustal W do FEuropean Bioinformatics Institute

(http://www.cbi.ac.uk/). Esta etapa do trabalho, PCR com primers especificos para os grupos

CTX-M e sequenciamento, foi realizada no Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa
(CSIC - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas), Madri, Espanha, pela Profa. Dra.

Ana Catarina de Souza Lopes, com a colaboracao do Prof. Dr. Juan Ayala.
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Tabela 2. Primers utilizados nas amplificagdes por PCR e seqiienciamento do gene blacrx-m.

Primer Temperatura de Posicdo do Referéncia
Seqiiéncia do primer (5°- 3") anelamento (°C) primer
CTX-MI1-F CGCTTTGCGATGTGCAG 61 202-218 Villegas et al.
CTX-MI1-R ACCGCGATATCGGTTGGT 736-752 (2004)
CTX-M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 60 65-84 Saladin et al.
CTX-MI13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC 909-928 (2002)
CTX-M25U ATGATGACTCAGAGCATTCG 62 6-25 Saladin et al.
CTX-M25L TGGGTTACGATTTTCGCCGC 852-871 (2002)
CTX-M8-IF1 ACGAACTGGGTGTGGCGTTG 60 138-156 Este estudo
CTX-M8-IR1 TGTCATCGTGCCATTGACGTG 343-363
CTX-M9U ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 60 112-131 Saladin ef al.
CTX-M9L CCCTTCGGCGATGATTCTC 957-975 (2002)
CTX-M-G25-F CCGTCGGTGACAATTCTGGC 60 7-26 Este estudo
CTX-M-G25-R  AGAAAAAGCGTAAGGCGGGC 850-859

4.7. Eletroforese em gel de agarose

Aos produtos da PCR, foram adicionados 2 pl de tampdo de amostra (azul de
bromofenol, 30% de glicerol em TE) e realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,2% em
tampao TBE a temperatura ambiente, por uma hora e trinta minutos, a 100V e 50mA. Apoés a
migracdo do DNA, o gel foi corado em solu¢do de brometo de etideo (I pg/ml) por 10
minutos e lavado em agua destilada por 20 minutos. O DNA entdo foi observado em luz UV
no transiluminador, para se determinar o tamanho em pb do produto da PCR por comparagao
com o marcador de peso molecular de 100pb, sendo registrado em sistema de

fotodocumentagao Kodak.

4.8. Determinacio dos MICs

Os MICs de amoxicilina e ampicilina foram determinados para os isolados da
microbiota normal que apresentaram sensibilidade a alguma penicilina testada pelo teste de
difusdo de disco (n=4) (tabela 1). Os MICs de ceftazidima, cefotaxima e aztreonam foram
determinados para os isolados hospitalares e da comunidade que apresentaram resisténcia ou
resisténcia intermedidria a algum destes antibidticos, pelo método de difusao de disco (n=19)

(Tabela 1). O teste de macrodilui¢do em caldo foi realizado segundo as normas do National
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Committee for Clinical Laboratory Standards (2006) utilizando a cepa de referéncia de K.
pneumoniae ATCC 700603 como controle de qualidade. Os isolados bacterianos foram
inoculados em 1 ml de caldo BHI e mantidos por 18 horas em estufa a 37° C. O inoculo foi
comparado e ajustado com a escala 0,5 de MacFarland, correspondente a 2 x 10° CFU/ml.
Apds 15 minutos foi realizada uma diluicdo 1:1, adicionando-se um ml da solu¢do do
antibiotico testado na concentragdo desejada, a 995 ul de caldo BHI estéril e a 5 ul do in6culo
bacteriano anteriormente ajustado. Em seguida, os inoculos finais foram mantidos a 37° C por
18 horas para determinagdo do MIC dos antibioticos testados para cada isolado.

Os MICs foram determinados usando concentragdes derivadas de dilui¢des duplas
seriadas em base 2 (0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ¢ 256 pg/ml). O critério de sensibilidade e
resisténcia utilizado foi o proposto pelo NCCLS (2006) (tabela2).

Tabela 3. Pontos de corte das Concentragdes Inibitérias Minimas frente as penicilinas,

cefalosporinas de terceira geragdo e aztreonam.

Ponto de corte para MIC (pg/ml)

Cefalosporinas Resistente Sensivel
Cefotaxima > 64 <8
Ceftazidima >32 <8
Monobactamico

Aztreonam >32 <8
Penicilinas

Ampicilina >32 <8
Amoxicilina >32 <8

4.9. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para a andlise pela MET foram utilizados quatro isolados de K. pneumoniae da
microbiota normal submetidos a Sub-MICs de ampicilina e amoxicilina (tabela 3) que
apresentaram sensibilidade a alguma das penicilinas testadas pelo método de difusdo de disco
(n=4) (tabela 1). Foram analisados também dois isolados hospitalares na presenca de Sub-
MICs de ceftazidima, cefotaxima e aztreonam (tabela 3). Estes isolados apresentaram
resisténcia a cefotaxima e ceftazidima pelo teste de macrodiluicdo e contiveram pelo menos

dois dos genes analisados. Todos os isolados foram inoculados em meio BHI por 18 horas a
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37° C na presenga ou auséncia do antibidtico a ser analisado conforme o protocolo do NCCLS
(2006), sendo incluido em todos os processamentos um Unico controle do isolado nas mesmas
condigdes e diluicdes sem o antibiotico. As células bacterianas foram lavadas em tampao
fosfato 0,1M, pH, 7,4 e centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos para posterior fixagdo em
Tampao fosfato 0,1M e glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido 4%. Apos a fixacdo foram
realizadas 3 lavagens em tampao fosfato 0,1M e pds-fixacdo em tetroxido de dsmio a 1% em
tampao fosfato 0,1M por 90 minutos. Posteriormente foram realizadas trés lavagens, duas em
tampao fosfato 0,1M e uma em 4gua destilada para contrastacdo em acetato de uranila a 5%
por 1 hora. Em seguida foram realizadas 3 lavagens com agua destilada para posterior
desidratacdo, utilizando uma série crescente de acetona a 30, 50, 70, 80, 90 e trés vezes a
100%, por 10 minutos cada etapa. Apos a desidratacdo foi realizada a infiltracdo do material
para substitui¢do da acetona por resina (epon) em sé€ries crescentes e overnight de 2:1, 1:1,
1:2, 3:1 e resina pura. O material foi emblocado, realizado cortes ultrafinos para contrastagdo

com acetato de uranila por 30 minutos e citrato de chumbo por 10 minutos ZEISS EM109.

4.10. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para a andlise pela MEV foram analisados dois isolados hospitalares na presenca de
Sub-MICs de ceftazidima, cefotaxima e aztreonam (tabela 3). Estes isolados apresentaram
resisténcia a cefotaxima e ceftazidima pelo teste de macrodiluicao e contiveram pelo menos
dois dos genes analisados. Em todos os processamentos foram incluidas um controle do
isolado nas mesmas condigdes e dilui¢des, sem a presenca do antibidtico. Todos os isolados
foram inoculados em meio BHI por 18 horas a 37° C na presenga ou auséncia do antibidtico a
ser analisado conforme o protocolo do NCCLS (2006), sendo incluido em todos os
processamentos um unico controle do isolado nas mesmas condi¢des e diluicdes sem o
antibiotico. As culturas foram lavadas em tampao fosfato 0,1M, pH, 7,4 e centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos para posterior fixagdo em Tampao fosfato 0,1M e glutaraldeido a
2,5%. A pos-fixacdo foi realizada em tetroxido de 6smio a 1% em tampao fosfato 0,1M por
90 minutos. Em seguida foram realizadas trés lavagens em tampao fosfato 0,1M para
posterior desidratacdo, utilizando uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 3
vezes de 100% por 10 minutos cada etapa. Apos a desidratagao foi realizado o ponto critico
para a substitui¢do do etanol por dioxido de carbono, obtendo-se a secagem do material para
montagem do material seco em stubs metélicos utilizando uma fita dupla face de carbono. Em

seguida, foi realizada a metalizagdo cobrindo o material por uma fina camada de ouro, para
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visualizacdo da superficie dos isolados bacterianos no microscopio eletronico de varredura

JEOL JSM-5600 LV.

Tabela 4. Sub-MICs de amoxiclina, ampicilina, cefotaxima, ceftazidima e aztreonam,
determinados pelo teste de macrodilui¢do em caldo em isolados de K. penumoniae, para

utiliza¢do no processamento pela Microscopia Eletronica de Transmissdo e Varredura.

Isolado® Sub-MICs de Sub-MICs de Sub-MICs de  Sub-MICs de Sub-MICs
amoxicilina ampicilina cefotaxima ceftazidima aztreonam
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
K58.1-F (MET) 0,5;4,0;16 0,5;8,0 -- -- --
K24.1-F (MET) 0,5;2,0 0,5 -- -- --
K21.1-F (MET) 0,5;16;64;128 0,5;16;32 ;64 -- -- --
K3.1-F (MET) 0,5;4,0 2,0;4,0 -- -- --
K3C (MET) -- -- 64; 32 32; 16 32; 16
K16R (MET) -- -- 64; 32 16; 8 4
K3C (MEV) -- -- 32 32 32
K16R(MEV) -- -- 32 16 4
@ Identificac@o dos isolados bacterianos: C, Hospital das Clinicas da UFPE; R, Hospital da Restauragéo-

PE; -F, isolados da microbiota normal de fezes. MET: Microscopia Eletronica de Transmissdo; MEV:
Microscopia Eletronica de Varredura. — MICs ndo determinados.

4.11. Consideracdes Eticas

Os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos referidos isolados
patogénicos de K. pneumoniae nio necessitam serem encaminhados & Comissio de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal
de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), ja que os isolados se tratam de amostras secundarias de
laboratdrios e ndo dispomos de nenhum contato ou dados de pacientes. Entretanto, os isolados
da microbiota normal foram coletados de acordo com trabalho aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos (protocolo de nimero 310/2003-CEP/CCS): “Estudo
comparativo de isolados patogénicos e nao patogénicos de Klebsiella pneumoniae através de

métodos moleculares e fenotipicos”.
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is an enterobacteria responsible for a high incidence of hospital
infections usually caused by strains carrier of multidrug resistance and producer of broad
spectrum B-lactamase (ESBL). This study aimed to determine the genes involved in the
formation of classical B-lactamases and ESBLs in Recife-PE, Brazil, and investigate the
ultrastructural effects caused by different concentrations of B-lactam antibiotics in isolates of
K. pneumoniae producers of different types of B-lactamases. It was analyzed 52 isolates of K.
pneumoniae in order to search for blasyy and blargy genes, from the microbiot and from
community and hospital infections and for the investigation of blacrx.m gene it was used 19
clinical isolates of K. pneumoniae that showed resistance to third-generation cephalosporins
or aztreonam. It also was determined the minimum inhibitory concentrations (MICs) of these
isolates against ceftazidime, cefotaxime and aztreonam antibiotics. Two isolates of
nosocomial infection by K. pneumoniae were submitted to different sub-MICs of the
ceftazidime, cefotaxime and aztreonam for analysis by Transmission and Scanning Electron
Microscopy (TEM and SEM). The blasyy gene was detected in 16 hospital isolates, 4 of the
community and 9 of the microbiota, while the blargy gene was detected in 18 hospital
isolates, 4 of the microbiot and 2 of the community. The blacrx.m2 gene was detected in 3
isolates resistant both ceftazidime and cefotaxime. It was discovery a new SHV variant in one
of the isolates and the presence of two variants previously reported, SHV-28 and SHV-108.
The analysis of the 2 isolates of K. pneumoniae by TEM and SEM showed large
morphological and ultrastructural changes on the isolates, when subjected to different sub-
MICs of ceftazidime and cefotaxime. Our results suggest that isolates of K. pneumoniae
carriers of different B-lactamases and resistant to different antibiotics may show large
morphological and ultrastructural changes, when subjected to sub-MICs of the drug, which
could enable a better performance of the immune system of a patient infected with this

bacterial species.

Key words: Klebsiella pneumoniae, gene resistance, blasyy, blatem, blactx-m
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1. Introducao

Klebsiella pneumoniae ¢ uma espécie bacteriana amplamente envolvida em casos de
infeccdes hospitalares. A maioria dos isolados desta espécie bacteriana carrega o gene para [3-
lactamase cromossomica de classe A SHV-1, que possui atividade limitada contra ampicilina,
ndo hidrolizando antibioticos B-lactdmicos de amplo-espectro (NELSON, HEIDI AND GAY,
2003).

Os antibidticos P-lactamicos constituem uma das mais importantes familias de
antimicrobianos, devido sua eficiéncia, atividade bactericida e baixa toxicidade (ROBIN et
al., 2007). Estes antimicrobianos atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana, pela
inativacdo de varias enzimas, como as PBPs (Proteinas Fixadoras de Penicilina), que
participam da sintese final do peptideoglicano e que sdo essenciais para o crescimento €
divisdo das células bacterianas (LEGAREE et al., 2007). As PBPs constituem alvos letais dos
B-lactamicos e sua inibig¢do leva a degradacdo da parede celular bacteriana e a eventual lise
celular (STEFANOVA et al., 2003).

A produgdo de B-lactamases ¢ um dos mecanismos mais eficientes de resisténcia a [3-
lactdmicos em isolados clinicos da familia Enterobacteriaceae (ROBIN et al., 2007). As B-
lactamases classicas podem ser codificadas por genes cromossoOmicos como o blaign.; € 0
blasyy.1 ou por genes plasmidiais como o blargm.1, 08 quais conferem resisténcia a ampicilina,
amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina.

Mutagdes dos genes para -lactamases classicas podem resultar na substituicdo de um
ou mais aminoéacidos durante a formacdo da proteina, aumentando o espectro hidrolitico da
enzima transcrita. Estas mutagdes possibilitam o surgimento das B - lactamases de espectro
estendido (Extended Spectrum [ -lactamases — ESBLs), enzimas que podem hidrolizar
antibioticos B-lactdmicos de ultima geragdo, tais como cefotaxima, ceftazidima, cefepime e
aztreonam (PAI et al., 1999; HAEGGMAN et al., 2004; MUNDAY et al., 2004). Estas
enzimas incluem as familias CTX-M, PER, VEB, GES, TEM E SHV (PERILLI et al., 2007).

A producao de ESBLs por isolados nosocomiais esta freqiientemente associada com
surtos de infeccdo hospitalar, sendo comumente encontrada em isolados de K. prneumoniae
(RASHEED et al., 2000), constituindo um problema de saide mundial (TASBAKAN et al.,
2008). A familia de ESBL CTX-M, possui acdo mais eficiente contra oxi-amino -lactamicos,
como a cefotaxima e o aztreonam, quando comparada a acdo contra a ceftazidima.

(TZOUVELEKIS et al., 2000; PAGANI et al., 2003). Dados da literatura mostram que K.
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pneumoniae ¢ a espécie bacteriana que mais produz ESBLs, principalmente do grupo 2, TEM,
SHV e CTX (BUSH et al., 1995; COQUE et al., 2002; CHANAWONG et al., 2002).

Desde 1987, Lorian e Ernst relataram que Sub-Concentragdes Inibitorias Minimas
(Sub-MICs) de antibioticos B- lactdmicos, bem como de outros agentes antimicrobianos,
alteram a ultra-estrutura da bactéria e inibem a separacdo do genoma replicado de bacilos
gram-negativos resultando na formagdo de filamentos. Estas formas alteradas usualmente
exibem baixa patogenicidade, diminui¢do da aderéncia a células epiteliais e aumento da
susceptibilidade a fagocitose por polimorfonucleares, contribuindo para a erradicagdo da
infec¢do causada pelo microrganismo. Apesar da ampla variedade de estudos relacionados a
disseminagdo das diferentes ESBLs produzidas por isolados de K. pneumoniae em varios
paises do mundo, ndo ha estudos realizados no Brasil sobre a prevaléncia do gendtipo de
ESBLs. O propésito deste estudo foi determinar quais os genes envolvidos na formacao de -
lactamases classicas e ESBLs em Recife-PE, assim como caracterizar os efeitos ultra-
estruturais causados por antibioticos P-lactdmicos, frente isolados de K. pneumoniae

produtores e ndo produtores destas enzimas.

2. Materiais ¢ Métodos

2.1. Isolados bacterianos

Para a realizacdo deste estudo foram analisados 24 isolados patogénicos nosocomiais
de K. pneumoniae obtidos de dois hospitais da rede publica do Recife-PE, provenientes de
diferentes amostras clinicas, entre os anos de 1998 a 2000, sendo 12 isolados provenientes do
hospital da Restauracao (HR) e 12 isolados do hospital das clinicas da UFPE (HC). Foram
analisados também 20 isolados ndo patogénicos obtidos da microbiota normal de fezes e
orofaringe entre os anos de 2003 e 2004 e 8 isolados patogénicos provenientes de infecgdes
na comunidade de diferentes pacientes, forrnecidos por um laboratorio da rede particular de
analises clinicas da cidade do Recife, durante os anos de 2004 ¢ 2005.

Todos os isolados de K. pneumoniae analisados neste trabalho (tabelal), ja estavam
identificados pelo sistema API 20E (BioM¢érieux) e caracterizados quanto a sensibilidade a
antimicrobianos pelo teste de difusdo de disco (NCCLS, 1997), presenca ou auséncia de
ESBLs através do teste de sinergia de disco duplo e perfil plasmidial (SOUZA LOPES et al.,
2005; VERAS et al., 2007).
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2.2. Teste de susceptibilidade a antibidticos

Os MICs foram determinados pelo método de macrodilui¢do em caldo segundo as
normas do National Committee for Clinical Laboratory Standards (2006), utilizando a cepa de
referéncia de K. pneumoniae ATCC 700603 como controle de qualidade. Os MICs de
ampicilina e amoxicilina foram determinados para quatro isolados da microbiota normal que
apesentaram sensibilidade a pelo menos um destes antimcrobianos pelo teste de difusao de
disco. Os MICs de cafotaxima, ceftazidima e aztreonam foram determinados para dezenove
isolados de K. pneumoniae patogénicos obtidos de infec¢des nosocomiais € na comunidade,

que apresentaram perfil de resisténcia ou resisténcia intermedidria a estes antimicrobianos.

2.3. Amplificagdo dos genes blasyy € blatgv por PCR

Foram analisados por PCR para os genes blasyy € blatpm todos os 52 isolados de K.
pneumoniae  obtidos de  diferentes  origens, utilizando os  primers 5’-
GGTTATGCGTTATATTCGCC-3’ ¢ 5’-TTAGCGTTGCCAGTGCTC-3’ (RASHEED et al.,
1997), para o gene blasuy. e 5-ATAAAATTCTTGAAGACGAAA -3’ e 5°-
GACAGTTACCAATGCTTAATC -3 (MABILAT et al., 1993) para o gene blargm. As
reacoes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 ul por tubo,
compreendendo: 1ul de DNA genomico a 20ng/ul, 1,2U da enzima Tag DNA polimerase
(Gibco BRL), 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato (Pharmacia Biotech), 1,5 mM de
MgCl,, 10 pmol dos primers, além de 2,5 pl de tampao (10x). As amplificagdes foram
realizadas em termociclador (Biometra) utilizando a seguinte ciclagem: 5 minutos a 96°C para
desnaturagdo, seguido de 35 ciclos consistindo cada ciclo de 1 minuto a 96°C para
desnaturacdo, 1 minuto a uma temperatura de 62° C para o gene blasyy e 57° C para o gene
blatgm € 1 minuto a 72°C para extensdo. Apos os 35 ciclos, foi realizada uma etapa de
alongamento final de 10 minutos a 72°C. Os produtos de amplificagdo foram analisados por

eletroforese em gel de agarose.

2.4. PCR e seqiienciamento do gene de resisténcia blactx-m

Os genes de resisténcia blacrx.m foram inicialmente investigados pela técnica da PCR,
com os iniciadores 5’- CGCTTTGCGATGTGCAG-3’ ¢ 5'-ACCGCGATATCGTTGGT-3’
(VILLEGAS et al., 2003) para o grupo blactx-mi- O gene blacrx foi investigado em 19
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isolados que eram resistentes a pelo menos uma cefalosporina de terceira geragdo ou ao
aztreonam. As reacdes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 ul por
tubo, compreendendo: 1ul de DNA genomico a 10ng/ul, 2,0U da enzima 7ag DNA
polimerase (Gibco BRL), 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato (Pharmacia Biotech),
1,5 mM de MgCl,, 10 pmol dos primers e 2,5 pl de tampao (10x). Em cada partida de
amplificacdo foi incluso um controle negativo, constituido de um tubo com todos os
componentes da reagdo ao qual ndo foi adicionado DNA, e um controle positivo, com o0 DNA
da linhagem de K. pneumoniae OKP2 proveniente do Departamento de Microbiologia, ICB-
UPE.

As amplificagdes do gene blactx-m; foram realizadas com ciclos de desnaturacio
inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95 °C
para desnaturagdo, 1 minuto a 55 °C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para
extensdo. Apos estes ciclos também foi realizada uma etapa de alongamento final de 10
minutos a 72 °C. O produto da PCR para o gene em questio ¢ de 593 pb.

Em seguida, foram utilizados primers mais especificos para cada grupo da familia
CTX-M, como descritos na Tabela 2, nas mesmas condi¢des de reacdo de PCR descritas
acima, porém com temperatura de anelamento especifica para cada primer. Ambas as fitas dos
produtos de PCR, que foram positivas, foram seqiienciadas pelo método de Sanger et al.
(1977). As seqiiéncias de nucleotideos foram analisadas pelos programas BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Clustal W.

2.5. Seqiienciamento do gene blagyy

O seqilienciamento dos produtos da PCR do gene blasyy amplificados de 8 isolados de
K. pneumoniae obtidos de infeccdes nosocomiais € na comunidade, foi realizado com
amostras de DNA fita dupla através do método de terminacdo de cadeia de
desoxirribonucleotideo (SANGER et al., 1977). Os iniciadores utilizados foram: SHV.FoR: 5°-
GGGTTATTCTTATTTGTCGC - 3> (RASHEED et al., 2000) para anelamento na regido
“upstream” do gene; SHV.ReE: 5’- CGTTTCCCAGCGGTCAAGG - 3° (ESSACK et al.,
2001) para anelamento no interior do gene ¢ SHV.ReR: 5°’- AGCGCGAGAAGCATCCTG -
3’ (RASHEED et al., 2000) para anelamento na regido “downstream” do gene. A analise da
seqliéncia de DNA e o alinhamento multiplo foi realizada utilizando o programa DNAstar. A
procura pela similaridade dos dados das seqiiéncias nucleotidicas e a deducdo da seqiiéncia

protéica foi realizada utilizando o BLAST no National Center for Biotechnology Information
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website (HTTP://www.ncbi. nlm.nih.gov).

2.6. Microscopia eletronica de transmissdao (MET)

Para a andlise pela MET foram utilizados quatro isolados de K. pneumoniae da
microbiota normal submetidos a Sub-MICs de ampicilina e amoxicilina que apresentaram
sensibilidade a alguma das penicilinas testadas pelo método de difusao de disco (n=4) (tabela
3). Foram analisados também dois isolados hospitalares na presenca de Sub-MICs de
ceftazidima, cefotaxima e aztreonam (tabela 3). Estes isolados apresentaram resisténcia a
cefotaxima e ceftazidima pelo teste de macrodiluicdo e contiveram pelo menos dois dos genes
analisados. Em todos os processamentos foram incluidos um controle do isolado nas mesmas
condig¢des e diluigdes, sem a presenca do antibidtico. As culturas foram crescidas na auséncia
e na presenca dos Sub-MICs dos antimicrobianos por 18 horas a 37° C. Ap6s o crescimento as
células bacterianas foram centrifugadas, lavadas em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 e depois
fixadas em tampao fosfato 0,1M, glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% por 60 minutos.
Trés lavagens foram realizadas em tampao fosfato para pds-fixacdo em tetroxido de é6smio a
1% em tampdo fosfato 0,IM por 90 minutos. Apds a pds-fixacdo foram realizadas trés
lavagens, duas em tampao fosfato 0,1M e uma em agua destilada para contrastacdo em acetato
de uranila a 5% por 1 hora. Em seguida foram realizadas 3 lavagens com 4gua destilada para
posterior desidratagdo, utilizando uma série crescente de acetona. Apds a desidratagdo foi
realizada a infiltracdo e emblocamento do material em resina epon 812. Cortes ultrafinos
foram realizados para contrastagdo com acetato de uranila por 30 minutos e citrato de chumbo
por 10 minutos. As amostras foram visualizadas pelo microscopio eletronico de transmissao

ZEISS EM109.

2.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a analise pela MEV foram analisados dois isolados hospitalares, resistentes a pelo
menos uma cefalosporina de terceira geragao ou ao aztreonam, na presenga de Sub-MICs de
ceftazidima, cefotaxima e aztreonam (tabela 3). Estes isolados apresentaram resisténcia a
cefotaxima e ceftazidima pelo teste de macrodiluicdo e contiveram pelo menos dois dos genes
analisados. Em todos os processamentos foram incluidos um controle do isolado nas mesmas
condigdes e diluigdes, sem a presenca do antibidtico. As culturas foram crescidas na auséncia

ou presenca dos Sub-MIC dos antimicrobianos por 18 horas a 37° C. Apds o crescimento as
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células bacterianas foram centrifugadas gentilmente, lavadas em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4
e depois fixadas em tampao fosfato 0,1M e glutaraldeido 2,5% por 60 minutos. Trés lavagens
foram realizadas em tampao fosfato para pos-fixagdo em tetroxido de 6smio a 1% em tampao
fosfato 0,1M por 90 minutos. Apos a pds-fixacdo foram realizadas trés lavagens em tampao
fosfato 0,1M para posterior desidratacdo, utilizando-se uma série crescente de etanol a 30%,
50%, 70%, 90% e 3 vezes de 100%. Apds a desidratacdo foi realizada a substitui¢do do etanol
por didxido de carbono, obtendo-se a secagem do material para metalizagdo e visualizacao da
superficie das células dos isolados bacterianos no microscopio eletronico de varredura

(MEV). As amostras foram visualizadas pelo microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-

5600 LV.

3. Resultados e Discussdo

3.1. Susceptibilidade a antimicrobianos

Os MICs de ampicilina e amoxicilina determinados para os isolados de K. pneumoniae
da microbiota normal (n=4) e os MICs de cefotaxima, ceftazidima e aztreonam determinados
para os isolados nosocomiais (n=16) e da comunidade (n=3) estdo apresentados na tabela 5 e
6. Dois isolados nosocomiais (12%) e dois isolados de infecgdes na comunidade foram
resistentes a ceftazidima e cefotaxima pelo teste macrodiluicao em caldo, apresentando MICs
superiores a 32pg/ml. Apenas um destes quatro isolados (K16R) ndo apresentou resisténcia ao
aztreonam. Comparando os resultados do MIC com o teste qualitativo de difusao de disco, foi
observado que dois isolados hospitalares (K16R e K3C) resistentes a ceftazidima quanto ao
MIC, foram detectados como susceptiveis a ceftazidima pelo teste de difusdo de disco.
Resultados contrastantes entre os dois métodos também foi verificado com isolados
hospitalares analisados quanto a susceptibilidade a cefotaxima, onde 13 isolados foram
definidos como resistentes pelo teste de difusdo de disco e foram bastante sensiveis pelo teste
de macrodiluigao em caldo apresentando MICs <0,5ug/ml. Em estudo realizado por Jeong et
al. (2004), utilizando 2652 isolados clinicos de K. pneumoniae, na Coréia, foi encontrada uma
maior prevaléncia de resisténcia desta espécie bacteriana a cefotaxima (32%), seguida da
ceftazidima (29%) e aztreonam (29%). Em estudos realizados no Vietnam com K.
pneumoniae, também foi encontrada uma maior ocorréncia de resisténcia a cefotaxima
(61,5%), do que a ceftazidima (38,4%). (VAN CAO et al., 2002).

Dois isolados de K. pneumoniae obtidos da microbiota normal, que ndo apresentaram
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os gene blasyy e blarpv, foram sensiveis a ampicilina e amoxicilina pelo teste de
macrodiluigdo em caldo apresentando MICs <8ug/ml. Apesar do isolado K58.1-F da
microbiota ndo ser portador de nenhum dos genes analisados, apresentou resisténcia a
amoxicilina, porém nao a ampicilina. Esta resisténcia provavelmente ¢ devida a presenga de
outro gene como o blargn.; ou a modificagdes na estrutura de proteinas porinas ou PBPs.
Adicionalmente o isolado K21.1-F apresentou resisténcia tanto a ampicilina como a
amoxicilina, apresentando o gene blargm. Este € o primeiro estudo que relata o perfil
fenotipico e genético de resisténcia de isolados de K. pneumoniae obtidos da microbiota

normal de individuos saudaveis.

3.2. Presenca dos genes blasyy € blatpm

A presenga dos genes blasyy € blatpv nos 52 isolados de K. pneumoniae analisados
neste estudo estao listados na tabela 4. Dentre os 24 isolados hospitalares de K. pneumoniae,
todos resistentes a ampicilina, 16 apresentaram o gene blasyy sendo apenas dois destes
isolados resistentes a alguma cefalosporinas de terceira geracdo ou ao aztreonam pelo teste de
macrodilui¢do em caldo (Tabela 4 e 5). A taxa de ocorréncia de 66% do gene blasyy entre
isolados nosocomiais analisados neste estudo difere das encontradas na Europa e na Africa,
onde foram observadas, respectivamente, taxas de 96% e 100% de ocorréncia de -lactamases
do tipo SHV em isolados de K. pneumoniae (CHAVES et al., 2001; ESSACK et al., 2001).
Com relagdo ao gene blargy foi encontrada uma ocorréncia de 75% entre os 24 isolados
hospitalares de K. pneumoniae analisados. Estes resultados demonstram que o gene blargm €
mais prevalente do que o gene blasyy em isolados de K. pneumoniae provenientes de
infeccoes hospitalares em Recife-PE, Brasil. Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos
por Prabha et al. (2007), em um estudo realizado na India, em que a prevaléncia do gene
blatgm (87%) foi maior que a do gene blasyy (75%) em isolados clinicos de K. pneumoniae
multidroga resistente. No entanto, trabalhos realizados na Espanha com isolados hospitalares
de K. pneumoniae constataram o oposto, onde foi encontrada uma maior prevaléncia de f-
lactamases do tipo SHV (96%) quando comparadas com as do tipo TEM (10%) (CHAVES et
al., 2001). Adicionalmente, no presente trabalho, quatro isolados hospitalares nao
apresentaram nenhum dos genes analisados (blasyy ou blargy). Estes resultados também
diferem dos resultados obtidos por Chaves et al. (2001), onde todos os isolados clinicos de K.

pneumoniae analisados foram portadores de pelo menos um desses dois genes.
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Um estudo recente realizado na Noruega, utlizando 25 isolados clinicos de K.
pneumoniae com susceptibilidade reduzida a cefalosporinas de terceira geracdo ou ao
aztreonam, detectou a presenca do gene blasyy em 15 isolados e do gene blargpy em nove
isolados estudados, relatando uma maior prevaléncia do gene blasyyv do que do gene blatpm
(STALE TOFTELAND et al., 2007).

Com relacdo aos oito isolados patogénicos da comunidade, todos apresentaram um
fenotipo de resisténcia a ampicilina havendo uma ocorréncia de 50% do gene para B-
lactamases do tipo SHV (Tabela 4). Adicionalmente, dois isolados de K. pneumoniae
apresentaram o gene blargm, sendo também portador do gene para a f-lactamase SHV. Esses
resultados mostram uma maior ocorréncia do gene para SHV do que o gene para TEM nos
isolados da comunidade, o oposto do encontrado nos isolados hospitalares.

Nos 20 isolados de K. pneumoniae da microbiota normal analisados, apenas quatro
apresentaram o gene blargm, todos resistentes a ampicilina. Dezesseis dos isolados de K.
pneumoniae da microbiota normal analisados apresentaram fenotipo de resisténcia a
ampicilina, mas apenas nove apresentaram o gene blasyy. De forma semelhante ao obtido para
os isolados da comunidade, houve uma maior prevaléncia do gene blasyy do que do gene
blatgm nos isolados da microbiota normal. Os quatro isolados da microbiota que ndo foram
resistentes a ampicilina (K58.1-F, K21.1-F, K3.1-F, K24.1-F), pelo teste de difusdo de disco,
ndo apresentaram o gene para SHV (Tabela 4). No entanto, dois destes isolados apresentaram
resisténcia a ampicilina pelo teste de macrodiluicdo em caldo com MICs > 32 pg/ml. Estes
resultados contrastam com os obtidos por Haeggman et al. (1997), que sugerem que o gene
para a B-lactamase classica SHV esta presente no cromossomo de K. pneumoniae como um
elemento genético espécie-especifico, levando a resisténcia natural a ampicilina nesta espécie
bacteriana. Por outro lado, nossos dados estdo de acordo com resultados obtidos pelo mesmo
autor em estudos posteriores, quando descreve que o gene blasyy € comum mas nao universal
em K. pneumoniae (HAEGGMAN et al., 2004). Este ¢ o primeiro trabalho que correlaciona
a presenca de genes para f-lactamases em isolados de K. pneumoniae obtidos da microbiota

normal.

3.3. Determinacdo da seqiiéncia de nucleotideos do gene blasyy

Os produtos da PCR do gene blasyy de oito isolados de K. pneumoniae, resistentes a
alguma cefalosporina de terceira geragdo ou ao aztreonam, foram submetidos ao

seqiienciamento de DNA e ao alinhamento multiplo junto as seqiiéncia publicadas da familia
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do gene blasyy. Nos dois isolados hospitalares (K16R e K3CM) resistentes a cefotaxima e
ceftazidima com MICs acima de 256pg/ml e de 32 pg/ml, respectivamente, foram
encontrados o gene blasyy.; (tabela 7). O gene blasyy.1, foi detectado em dois isolados
analisados, sendo um deles (K3C) resistentes aos trés antimicrobianos testados, com MICs >
64 ng/ml. A super producdo da enzima SHV-1 em isolados clinicos de K. pneumoniae tem
sido anteriormente relatada em varios estudos, levando ao aumento dos MICs de ceftazidima
e do efeito sinérgico com o acido clavulanico, sugerindo a produ¢dao de ESBLs (RICE et al.,
2000; WU et al., 2001, STALE TOFTELAND et al., 2007 ).

Foram encontradas a SHV-28 e SHV-108, anteriormente publicadas, porém nao
caracterizadas (GenBank numero de acesso EU44172 e AM922309). Estas enzimas foram
detectadas em isolados bacterianos sensiveis, pelo teste de macrodiluicdo em caldo, a
cefotaxima, ceftazidima e aztreonam, ndo sendo observada atividade ESBL. Resultados
semelhantes foram relatados por Stile Tofteland et al. (2007), onde dois isolados clinicos
continham o gene blasyy.ps € apresentaram baixos MICs para cefotaxima e ceftazidima. A
enzima SHV-108 foi primeiramente descrita em Portugal, em 2008, e a variante SHV-28 foi
descrita em 2007 no Sul da India, em isolados clinicos de K. pneumoniae (CANICA, 2007;
KINGSLEY & VERGHESE, 2008). No entanto, este ¢ o primeiro relato destas enzimas no
Brasil. Uma outra enzima variante SHV, descrita pela primeira vez no presente estudo,
contém as seguintes substituicdes em relacdo a enzima SHV-1: Leu31Gln, Argl60Pro,
Trp161Pro, Glul62Gly e inser¢cao do aminodcido glicina na posi¢cdo 163. Esta nova enzima
foi encontrada em um isolado proveniente de infec¢ao nosocomial (K19R), também sensivel a
todos as cefalosporinas de terceira geragdo testadas e ao aztreonam, apresentando MICs <1,0
pg/ml para todos estes antimicrobianos. Estes dados sugerem que as mutagdes ocorridas nesta
enzima SHV ndo modificaram seu espectro hidrolitico frente a cefotaxima, aztreonam e
ceftazidima ou ndo houve a expressdo deste gene. Segundo Patricia Bradford (2001), a
maioria das SHV variantes com atividade fenotipica de ESBL, sdo caracterizadas pela
substituicdo de uma serina por glicina na posicdo 238 e de lisina por glutamato na posicao
240, havendo assim aumento do espectro hidrolitico da enzima contra ceftazidima e

cefotaxima, respectivamente.

3.4. Identificacdo do gene blacrx-m

A andlise de PCR com os primers CTX-M1 (VILLEGAS et al., 2004) de 20 isolados

de K. pneumoniae provenientes de Recife, resistentes a alguma cefalosporina de 3*. Geragao
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ou ao aztreonam, realizados no LIKA-UFPE, demonstrou que 3 isolados (K16-R, K3-CM e
K11-CM) amplificaram o fragmento esperado de 550 pb. Entretanto, analises posteriores,
realizadas no Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (Madri, Espanha) com primers
mais especificos para o grupo CTX-M1 e CTX-M2, desenhados por Saladin et al. (2002),
para amplificar a seqiiéncia codificante completa dos genes CTX-M, mostraram que esses 3
isolados foram positivos apenas na PCR com os primers especificos para o grupo CTX-M2
(primers CTX-M25U e CTX-M25L) e negativos com os primers especificos para o grupo
CTX-M1 (primers CTX-M13U e CTX-M13L). O sequenciamento dos produtos de PCR
positivos com os primers CTX-M25U e CTX-M25L, confirmaram que os isolados K16-R,
K3-CM e K11-CM apresentavam o gene CTX-M2 com 100% de identidade com o gene para
ESBL CTX-M2 identificado em K. pneumoniae em Sao Paulo (GARCIA et al., 2008) e
também identificado em E. coli em Israel (GenBank nimero de acesso: AY750915)

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

Os resultados da analise de PCR quanto a presenc¢a dos genes de resisténcia dos grupos
CTX-M8, CTX-M9 e CTX-M25 nos 3 isolados de K. pneumoniae mostraram que nenhum
deles apresentava os referidos genes. Esses dados revelam que os genes para B-lactamases
CTX-M prevalente em Recife sio CTX-M2. Este ¢ o primeiro estudo realizado no nordeste
brasileiro sobre a ocorréncia de ESBLs CTX-M e o gene CTX-M2 foi detectado tanto em um
isolado hospitalar quanto em isolados comunitdrios. No Brasil, apenas outro trabalho,
realizado em Sao Paulo, investigou por seqlienciamento a presenca de genes CTX-M e
também demonstrou a presenca do gene CTX-M2 em isolados de K. prneumoniae, porém
todos os isolados eram provenientes de infec¢do hospitalar (GARCIA et al., 2008). Portanto,
esse ¢ o primeiro relato de isolados de K. pneumoniae provenientes de infec¢cdes comunitarias
no Brasil que apresentam o gene CTX-M.

Em outros paises da América do Sul, investigacdes dos genes CTX-M em K.
pneumoniae, mostram que na Argentina o gene predominante também é o CTX-M2, enquanto
na Colombia foi detectado o gene CTX-M-12, neste tltimo caso uma CTX-M pertencente ao
grupo 1 (RADICE et al., 2002; QUINTEROS et al. 2003; VILLEGAS et al., 2004).

Estudos realizados em paises da Europa como Reino Unido, Franga, Espanha, Portugal
e Polonia, mostram que ¢ rara a presenca de isolados bacterianos produtores de CTX-M do
grupo 2, entretanto, predomina CTX-M do grupo 1, principalmente CTX-M15. No Reino
Unido e Espanha, além de CTX-MI15 também predomina CTX-M9 (LIVERMORE et al.,
2007). Portanto, o presente trabalho confirma que a maior incidéncia de CTX-M2 ocorre em

paises da América do Sul.
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3.5. Andlises ultra-estruturais e morfologicas

A analise ultra-estrutural das células controle de K. pneumoniae apresenta morfologia
conservada com parede celular integra e conteudo citoplasmatico com aspecto eletrondenso
distribuido uniformemente. As células controle em processo de divisdo apresentam formacao
de septos regulares (Figura 1). Adicionalmente as células controle de todos os isolados de K.
pneumoniae analisados pela MEV apresentaram comprimento da célula bacteriana
normalmente de 1,5 a 2um (Figura 5).

Apesar do isolado K16R ser resistente a cefotaxima e a ceftazidima e de possuir o gene
blasyy.1 € os genes blarpm € blactxm, este apresentou diversas alteragdes quando submetido
aos diferentes sub-MICs dos antimicrobianos testados. As alteracdes mais freqiientes das
células deste isolado, quando submetido aos sub-MICs de cefotaxima, foram formagao
irregular de septos e o aumento do espago periplasmatico evidenciado pelo aumento de espago
eletronluscente entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa das células. Nao foram
observadas alteragdes morfologicas e no tamanho celular pela analise na MEV. Em todos as
concentragoes de ceftazidima que o isolado K16R foi submetido, houveram grandes alteragdes
morfoldgicas com formacao de células alongadas devido a divisdes celulares ndo finalizadas,
evidenciada pelo aparecimento de diversas formacgdes iniciais de septos de divisdo (Figura 3).
Através da MEV foi possivel observar células com mais de 15um de comprimento.
Adicionalmente, as alteracdes ultra-estruturais nas células deste isolado submetidas aos sub-
MICs de aztreonam, se caracterizaram pelo aparecimento de estruturas eletonluscentes no
citoplasma das células bacterianas, mas com formacdo regular de septos e sem alteracdes
morfoldgicas ou no tamanho celular na MET e MEV. Diversas alteracdes morfoldgicas ja
foram relatadas em outros estudos utilizando isolados senséveis de Helicobacter pylori
submetidos a sub-MICs de antibidticos B-lactdmicos, incluindo ampicilina e aztreonam,
demonstrando a formagdo de filamentos quando submetidas ao aztreonam e formacgdo de
células esféricas quando submetido a outros B-lactaimicos (DELONEY & SCHILLER, 1999).
No presente estudo foi observada formacdo de filamentos quando os isolados foram
submetidos a ceftazidima mas ndo ao aztreonam.

O isolado K3C apesar de possuir resisténcia aos trés antibidticos analisados e possuir
o gene blasny-1a € blatpm, quando submetido aos sub-MICs de cefotaxima apresentou perda de
material citoplasmatico além de formacgdo irregular de septos, mesmo na concentracdo mais
baixa de antibidtico testada (32pg/ml). Estes resultados sugerem a inibicdo de PBPs

responsaveis pela formagao de septos. Trabalhos realizados com Bacillus subtilis relataram
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alteracdes na formacao de septos durante a divisdo bacteriana devido a mutacao de diferentes
PBPs (DERREL & DAVID, 2003).

Também foram identificadas formagao de células filamentosas no isolado K3C, além
de formacgao de bolhas entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa (membranas
blebbings) quando este foi submetido as diversas concentracdes de ceftazidima (Figura 2). As
alteragdes produzidas pelas diferentes concentracdes de aztreonam neste isolado foram
poucas, ocorrendo na maioria das células boa conservagao morfoldgica e ultra-estrutural e
formacgao de septos durante a divisdo sem alteragdes. Porém houve aparecimento de estruturas
eletronluscentes indicando perda de material citoplasmatico. Analisando a morfologia dos
isolados da microbiota tratados com diferentes concentragdes de amoxicilina, foram
observadas diferencas significativas entre isolados sensiveis e resistentes a este antibiotico
quanto ao método de macrodiluicdo. Nos isolados sensiveis (K24.1-F e K3.1-F) houveram
poucas alteragdes morfologicas quando submetidos a Sub-MICs da droga, sendo possivel no
entanto, observar alteracdes como o aumento do espacgo periplasmatico, deixando evidente um
espacgo eletronluscente entre a membrana externa da célula e a membrana celular interna
sugerindo perda ou diminuicdo da quantidade de glicopeptideo. Adicionalmente, ficou
evidente o aparecimento de estruturas eletronluscentes que variam no tamanho e quantidade,
sugerindo perda de material citoplasmatico. Foram observadas algumas células em processo
de divisao com formagdo de septos irregulares. Por outro lado, os isolados resistentes (K58.1-
F e K21.1-F) apresentaram de forma geral alteragcdes morfoldgicas que variam de alongadas a
bizarras (Figura 4). Em baixas concentragdes (0,5 a 16 pg/ml) foram observadas poucas
alteracdes morfologicas. J& em altas concentragdes, as formas alongadas e indefinidas
predominam com destrui¢do de parede celular de forma parcial ou total, além da existéncia de
estruturas eletrondensas espalhadas pelo citoplasma da bactéria, demonstrando uma relagao de
alteragdes ultra-estruturais dose-dependentes. O isolado K58.1-F, apesar de apresentar um
fenotipo de resisténcia a amoxicilina, apresentou membrana externa irregular e material
citoplasmatico bem disperso no citoplasma, com aspecto granular ja na concentra¢do de 4
png/ml, indicando grande sofrimento celular. Adicionalmente, ainda pudemos observar formas
alteradas e perda de contetido citoplasmatico com aparecimento de estruturas eletrondensas.

Estudos realizados com Escherichia coli pesquisaram quais as afinidades de fixacdo
de diferentes PBPs presentes nesta espécie a diversos antibidticos B-lactdmicos, assim como
sua correlagdo com a formagdo do peptideoglicano visando determinar os diferentes efeitos na
divisdo celular, alongamento e forma celular. Os resultados obtidos revelaram que nesta

espécie bacteriana a PBP1 esta envolvida no alongamento bacteriano, PBP2 pela forma
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arredondada e PBP3 envolvida na formacao de septos (CURTIS et al., 1979; SPRATT et al.,
1975).

Os isolados de K. pneumoniae tratados com sub-MICs de ampicilina sensiveis a este
antimicrobiano (K24.1-F, K58.1-F e K3.1-F) apresentou grandes alteragdes morfoldgicas
quando submetidos aos Sub-MICs indicados da droga, com formacao de células sem forma
definida (Figura 4). Adicionalmente, pode-se sugerir que houve perda quase total da parede
celular e do conteudo citoplasmatico de algumas células, evidenciado principalmente no
isolado K3.1-F quando este foi submetido a concentragdao de 2 pg/ml de ampicilina. Ficou
evidente, além do exposto, o aparecimento de estruturas eletronluscentes e eletrondensas que
variam no tamanho e na quantidade, encontrando-se espalhadas pelo citoplasma. Por outro
lado, o isolado que apresentou resisténcia (K21.1-F) demonstrou grandes alteragdes
morfologicas, com alongamento celular ja na concentragao de 0,5 ug/ml de ampicilina, sem
perda aparente de glicopeptideo. Foi observada simultaneamente, a formacdo irregular de
septos durante a divisdo bacteriana (Figura 4), sem observagdo, porém, de perda de contetido
citoplasmatico mesmo em concentragdes mais elevadas. Os dados encontrados mostram a
inativacao ou inibicdo de PBPs responsdveis pela formacao de septos, de alongamento e
forma celular assim como pela formagdo de peptideoglicano, devido a exposi¢ao dos isolados
aos antimicrobianos testados nos diferentes isolados bacterianos.

Nossos resultados mostram que isolados de K. pneumoniae portadores de diferentes [3-
lactamases e resistentes a diferentes antimicrobianos podem sofrer altera¢des ultra-estruturais
siginificativas quando submetidos a Sub-MICs da droga, o que poderia possibilitar uma

melhor atuagdo do sistema imune de um paciente infectado com esta espécie bacteriana.
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Figuras 1 (A-B) — Eletromicrografias de MET de células controle dos isolados
K21.1-F e KI16R de Klebsiella pneumoniae. A - Célula apresentando
morfologia conservada com presenca de Membrana externa (pontas de setas),
Parede celular integra (seta longa) e membrana interna (seta larga). B - Célula
em processo de divisdo celular. Observe formagdo de septo regular (setas).

Barras = 0,5 pm.
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Figuras 2 (A-E) — Eletromicrografias de MET de células do isolado K3C de Klebsiella
pneumoniae. A-B — células submetidas a 32ug/ml de ceftazidima. As células se apresentam
alongadas e em processo de divisdo consecutiva sem conclusdo. Ver formagdo de varios
septos no decorrer da célula (setas) e formagdo de membrana blebbing (pontas de setas). C —
células submetidas a 16 pg/ml de aztreonam. As células apresentam estruturas
eletronluscentes ao longo na periferia do citoplasma (pontas de setas). D-E— células
submetidas a 32 e 64 pg/ml de cefotaxima, respectivamente. A seta larga indica a presenca de
espagos eletronluscentes no citoplasma indicando perda de material citoplasmatico. Observar

formacao irregular de septos durante a divisdo celular (setas curtas). Barras = 0,5 pm.
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Figuras 3 (A-F) — Eletromicrografias de MET de células do isolado K16R de Klebsiella
pneumoniae. A-B — células submetidas a 8ug/ml de ceftazidima. As células se apresentam
alongadas (setas) e em processo de divisdo consecutiva sem conclusdo. Ver formagao de
varios septos no decorrer da célula (pontas de setas). C-D — células submetidas a 64 pg/ml de
cefotaxima. As células apresentam estruturas eletronluscentes ao longo do citoplasma
(asterisco) e formacao irregular de septos (pontas de setas). E-F — células submetidas a 4
ug/ml de aztreonam. As pontas de setas indicam a presenca de espagos eletronluscentes no

citoplasma celular e as setas indicam a formacao regular de septos. Barras = 0,5 pm.
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Figuras 4 (A-C) — A — Eletromicrografia de MET de células do isolado K21.1-F de

Klebsiella pneumoniae submetido a concentracdo de 0,5 pg/ml ampicilina. Observe
formacdo irregular de septos em uma célula em divisdo (setas largas). B -
Eletromicrografia de células do isolado K58.1-F Klebsiella pneumoniae submetido a 0,5
pg/ml de ampicilina. As células apresentam estruturas eletronluscentes e eletrondensas
com forma e tamanhos variados espalhados pelo citoplasma da célula (pontas de setas).
C — Eletromicrografia de células do isolado K58.1-F submetido a 4pg/ml de amoxicilina.
As células apresentam morfologias alteradas com alongamento celular (estrela) e formas
indefinidas (asterisco), com peresenga de estruturas eletronluscentes com forma e

tamanhos variados espalhados pelo citoplasma da célula (pontas de setas). Barras = 0,5
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Figuras 5 (A-B) — Eletromicrografias de MEV de células do isolado K3C de
Klebsiella pneumoniae. A — Observe que as células apresentam morfologia
conservada e comprimento celular normal. B - Células submetidas a 32pg/ml
de ceftazidima em processo de divisao celular. Observe formagao de celulas

filamentosas (setas). Barras = 1,0 pm (A) e 2,0 um (B).
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Tabela 1. Origem e perfil de resisténcia a antimicrobianos dos isolados de K. pneumoniae analisados

no presente trabalho.

Isolado™ Origem Fonte de Perfil de resisténcia a antimicrobianos p- ESBL"™
isolamento lactamicos™
K10-R, K6-R, K13-R* Hospitalar Secregdo AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
respiratdria
K15-R Hospitalar Sangue AMP,AMO,AMC,CTX,CP Neg.
K16-R* Hospitalar Urina AMP,AMO, AMC(Int.),ATM,CTX CP Pos.
K17-R, K14-R Hospitalar Secregdo AMP,AMO Neg.
Respiratoria
K20-R,K3-C*, K19-R*, Hospitalar Urina AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
K16-C*
K7-C Hospitalar Urina AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
K10-C* Hospitalar Urina AMP,AMO,AMC(Int.),ATM, Neg.
CAZ(Int.),CTX(Int.)
K11-C, K8-C, K11-R, Hospitalar Urina AMP,AMO Neg.
K18-R, K2-R, K17-C
K12-C Hospitalar Urina AMP,AMO,CTX(Int.) Pos.
K13-C Hospitalar Ferida AMP,AMO,CTX,CP Pos.
K14-C* Hospitalar Ferida AMP,AMO,CTX(Int.) Neg.
K15-C Hospitalar Urina AMP,AMO, CTX(Int.),CP(Int.) Pos.
K18-C Hospitalar Urina AMP,AMO,CP Pos.
K3-CM* Comunidade Urina AMP,AMO, AMC,CAZ, CTX Pos.
K4-CM, K6-CM, KS8- Comunidade Urina AMP,AMO Neg.
CM, K10-CM, K12-CM
K9-CM Comunidade Urina AMP,AMO,ATM(Int.) Neg.
K11-CM Comunidade Urina AMP,AMO,AMC,CAZ(Int.), ATM Pos.
K22-ORO Microbiota Secregdo de AMP,AMO Neg.
normal orofaringe
K3.2-F, K58.2-F,
K63.1-F, K68-F, K6.3- Microbiota Fezes AMP,AMO Neg.
F, K58.3-F, K7.1-F normal

K10.1-F, K24.2-F,

K51.1-F, 21.2-F, K7.2- Microbiota Fezes AMP,AMO Neg.
F, K13.3-F, K63.2-F, normal
K10.2-F
Microbiota
K3.1-F, K24.1-F normal Fezes Sens. AMP,AMO Neg.
21.1-F, 58.1-F Microbiota Fezes AMO(Int.) Neg.
normal

Q) Identificagdo dos isolados bacterianos: -R, Hospital da Restauragdo —PE; -C, Hospital das Clinicas da UFPE; -CM, isolados
de infecgdes na comunidade; -ORO, isolado da microbiota normal da orofaringe; -F, isolados da microbiota normal de fezes.
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® AMP, Ampicilina; AMO, Amoxicilina; ATM , Aztreonam ; CAZ, ceftazidima ; AMC, Amoxicilina - Clavulanato; CTX,
Cefotaxima: CP, Cefoperazona; Int., Intermediario.

©) ESBL, teste de sinergia de disco duplo (Veras et al ., 2007; Souza Lopes e al., 2005)

* Isolados seqiienciados para o gene blagyy.
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Tabela 2. Primers utilizados nas amplifica¢cdes por PCR e seqilienciamento dos genes CTX-

M.
Primer Seqiiéncia do primer (5°- 3") Temperatura de Posicao do Referéncia
anelamento (°C) Primer

CTX-MI-F CGCTTTGCGATGTGCAG 61 202-218 Villegas et al.
CTX-MI-R ACCGCGATATCGGTTGGT 736-752 (2004)
CTX-M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 60 65-84 Saladin et al.
CTX-M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC 909-928 (2002)
CTX-M25U ATGATGACTCAGAGCATTCG 62 6-25 Saladin et al.
CTX-M25L TGGGTTACGATTTTCGCCGC 852-871 (2002)
CTX-MS8-IF1 ACGAACTGGGTGTGGCGTTG 60 138-156 Este estudo
CTX-M8-IR1 TGTCATCGTGCCATTGACGTG 343-363
CTX-M9U ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 60 112-131 Saladin et al.
CTX-MIL CCCTTCGGCGATGATTCTC 957-975 (2002)
CTX-M-G25-F CCGTCGGTGACAATTCTGGC 60 7-26 Este estudo
CTX-M-G25-R AGAAAAAGCGTAAGGCGGGC 850-859
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Tabela 3. Sub-MICs de amoxiclina, ampicilina, cefotaxima, ceftazidima e aztreonam,
determinados pelo teste de macrodilui¢do em caldo em isolados de K. pneumoniae, para

utiliza¢ao no processamento pela Microscopia Eletronica de Transmissao e Varredura.

Isolado®™ Sub-MICs de Sub-MICs de  Sub-MICsde Sub-MICsde Sub-MICs
amoxicilina ampicilina cefotaxima ceftazidima aztreonam
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
K58.1-F (MET) 0,5;4,0; 16 0,5; 8,0 - - _
K24.1-F (MET) 0,5;2,0 0,5 - - -
K21.1-F (MET) 0,5;16;64;128 0,5;16;32 ;64 - - -
K3.1-F (MET) 0,5;4,0 2,0:4,0 - - -
K3C (MET) -- -- 64; 32 32; 16 32; 16
K16R (MET) -- -- 64; 32 16; 8 4
K3C (MEV) -- -- 32 32 32
K16R(MEV) - - 32 16 4

®) Identificac@o dos isolados bacterianos: C, Hospital das Clinicas da UFPE; R, Hospital da Restauragéo-

PE; -F, microbiota normal de fezes. MET: Microscopia Eletronica de Transmissdo; MEV: Microscopia Eletronica
de Varredura; --, MIC ndo determinado.
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Tabela 4. Presenga dos genes blasyy € blatpym em 52 isolados de K. pneumoniae provenientes

da microbiota normal, infec¢des nosocomiais € na comunidade.

Isolado® blasyy blatem Isolado® blaspv blatem
K 2R + + K6CM + -
K6R - - K&CM + -
KI10R - + K9CM - -
KI1IR - + K10CM - -

KI13R* + + K11CM + -
K14R + + K12CM - +
KI15R + + K220RO + -

K16R* + + K3.1F - -
K17R + - K3.2F - -
KI18R + + K6.3F - -

K19R* + + K7.1F - -
K20R + + K7.2F + -
K3C* + + K10.1F - +
K7C - + K10.2F + -
K&C + + K13.3F - +

K10C* + + K21.1F - +
K11C + - K21.2F + -
K12C - - K24.1F - -
K13C - - K24.2F + -

K14C* + + K51.1F - -
K15C - - K58.1F - -

K16C* + + K58.2F + -
K17C + + K58.3F + -
K18C - + K63.1F + -

K3CM* + + K63.2F - -

K4CM - ND K68F + +

@ Identificacdo dos isolados bacterianos: -R, Hospital da Restauragdo —PE; -C, Hospital das Clinicas
da UFPE; -CM, isolados de infecgdes na comunidade; -ORO, isolado da microbiota normal da orofaringe; -F,
isolados da microbiota normal de fezes. * Isolados seqiienciados para o gene blagyy. ND - Nao determinado.
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Tabela 5. MICs de cefotaxima, ceftazidima e aztreonam e presenca dos genes blarem, blaspy
e blactx-vz em isolados de K. pneumoniae (n=19) provenientes de infecgdes hospitalares e na

comunidade em Recife-PE.

Isolado™ MIC de cefotaxima MIC de ceftazidima MIC de aztreonam SHV TEM CTX-M2

(ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)

K6R <0,5 1 <0,5 - - -
K10R <0,5 1 <0,5 - + -
KI13R 1 1 <0,5 + + -
K15R <0,5 2 <0,5 + + -
K16R >256 32 16 + + +
K19R <0,5 1 <0,5 + + -
K20R <0,5 1 <0,5 + + i}

K3C >256 128 64 + + -
K3CM >256 64 64 + - +
K9CM <0,5 1 <0,5 - - -

K11CM >256 64 256 + - +

K7C <0,5 1 <0,5 - + -
K10C <0,5 1 <0,5 + + i}
K12C <0,5 4 1 - - -
K13C <0,5 1 <0,5 - - -
K14C <0,5 1 2 + + -
KI15C <0,5 2 2 - - -
K16C <0,5 1 <0,5 + + -
K18C <0,5 4 <0,5 - + -

@ Identificagdo dos isolados bacterianos: -R, Hospital da Restauragdo —PE; -C, Hospital das Clinicas da UFPE; -CM,
isolados de infec¢des na comunidade.
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Tabela 6. MICs de ampicilina e amoxicilina de isolados de K. pneumoniae provenientes da

microbiota normal de fezes e presenca dos genes blatpm € blaspy.

Isolado™  MIC de amoxicilina MIC de ampicilina Presenca do gene Presenga do

(ug/mi) (ug/ml) bla gy gene bla 7y
K58.1-F 32 16 - -
K24.1-F 4,0 1,0 - -
K21.1-F > 128 128 - +
K3.1-F 8,0 8,0 - -
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Tabela 7. Caracteristicas das enzimas SHV detectadas em isolados de K. pneumoniae

provenientes de infec¢des hospitalares e na comunidade.

Isolado ® SHV tipo Mudanca de aminoacido MIC (ug/ml) ©

CTX CAZ ATM

K3C SHV-1la L31Q >256 64 64
K10C SHV-1a L31Q <0,5 1 <0,5

K14C SHV-108 L31Q, T1361 <0,5 1 2
K16C SHV-28 Y3F <0,5 1 <0,5
KI13R SHV-1 S/A 1 1 <0,5
K16R SHV-1 S/A >256 32 16
KI19R Nova L31Q, R160P, W161P, E162G, <0,5 1 <0,5

variante ins.163G
K3CM SHV-1 S/A >256 64 64

@ Identificacdo dos isolados bacterianos: -R, Hospital da Restauragdo —PE; -C, Hospital das Clinicas da UFPE; -
CM, isolados de infec¢des na comunidade.

® Mudangas de aminoé4cidos relatada em relagdo a SHV-1. S/A-Sem alteragdes.

© Determinados por macrodilui¢doem caldo. CAZ, ceftazidima; ATM, Aztreonam; CTX , Cefotaxima
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6.0 CONCLUSOES
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e A ocorréncia dos genes blatpm € blasyy foi maior que a ocorréncia do gene blacrx-m
em isolados de K. pneumoniae obtidos de infeccdes hospitalares e na comunidade
provenientes de Recife-PE;

e Houve uma maior ocorréncia do gene blasyy.; em isolados de K. pneumoniae obtidos
de infec¢des nosocomiais e na comunidade do que os outros tipos de SHV encontradas
(SHV-1A, SHV-28 e SHV-108);

¢ Uma nova variante da familia SHV foi encontrada possuindo mutag¢des diferentes das
enzimas SHV ja descrita, ndo proporcionando aumento, porém, do espectro hidrolitico
da enzima;

e Houve uma maior resisténcia dos isolados portadores do gene blasyy.; a cefaloporinas
de terceira geracao e ao aztreonam do que nos isolados portadores de variantes SHV;

e Todos os isolados portadores do gene blactx.mz foram resistentes a cefotaxima e
ceftazidima;

e Dois isolados de K. pneumoniae obtidos de microbiota normal foram sensiveis a
ampicilina, ndo apresentando os genes blaspy € blarem;

e Apesar do isolado K3C ser portador do gene blasyy.; € blatgm € do isolado K16R dos
genes blagpy.1, blatem e blacrxmz estes apresentaram muitas alteragdes ultra-estruturais
quando submetidos aos diferentes Sub-MICs dos antimicrobianos testados;

e Nossos resultados sugerem que isolados de K. pneumoniae portadores de diferentes [3-
lactamases e resistentes a diferentes antimicrobianos podem sofrer alteracdes ultra-
estruturais siginificativas quando submetidos a Sub-MICs da droga, o que poderia
possibilitar uma melhor atuacao do sistema imune de um paciente infectado com esta

espécie bacteriana.
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