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RESUMO

ANDRADE, N. L. S. Caracterizacao molecular e fenotipica de Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae associadas a endocardite infecciosa. 2019. 64 f. Dissertacdo
(Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Endocardite Infecciosa (EI) é uma doenga causada por microrganismos que acomete o
tecido cardiaco, especificamente as valvas nativas mitral, tricispide e aorta, tendo como alvos
importantes valvas protéticas e dispositivos cardiacos eletrbnicos como marcapassos e
desfibriladores. El apresenta altas taxas de mortalidade e morbidade podendo variar entre
30% a 71%. A ocorréncia de endocardite por gram-positivos é mais frequente, sendo a
espécie Staphylococcus aureus o principal agente etioldgico. No entanto, tem sido observado
outros patdgenos associados a esse tipo de infec¢do, como Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. O objetivo do estudo foi caracterizar os aspectos moleculares e fenotipicos em
cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae isoladas de dois pacientes com endocardite
infecciosa, oriundos do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) e hospital da rede
publica Ordem Terceira do Carmo, respectivamente. Como metodologia molecular foi
realizado o sequenciamento total do genoma (WGS) e o gMLST. A caracterizacao fenotipica
foi realizada por anélise da formacdo de biofilme qualitativo em superficie de vidro e biofilme
semi-quantitativo em superficie de poliestireno. A capacidade de interacdo com células
eucaridticas foi avaliada por testes de aderéncia em linhagens celulares Vero e HEp-2. Do
sequenciamento genémico foi possivel observar a presenca de genes de resisténcia, StrA,
aadab, strB, sull, sul2, drfAl7, blaTEM-1B e fosA para E. coli. Os genes ogxA, ogxB, e
blaSHV-1 foram identificados em K. pneumoniae. A cepa E. coli apresentou perfil fenotipico
de resisténcia a Trimetropim, Trimetropim/Sulfametoxazol e Ampicilina, e as cepas de K.
pneumoniae foram resistentes a Ampicilina, Fosfomicina e Nitrofurantoina. Quanto aos genes
relacionados aos fatores de viruléncia, a cepa de E. coli apresentou os genes iutA, allS, fimH,
OmpA e irp2 e as cepas K. pneumoniae apresentaram os genes mrkD, urea, uge, pgaC, fimC,
OmpA e hgpA. A técnica gMLST mostrou que a cepa E. coli pertenceu ao grupo ST 69 e a K.
pneumoniae pertenceu ao grupo ST 76. Quanto aos testes fenotipicos, a cepa E. coli mostrou
forte formacdo de biofilme enquanto que todas as cepas de K. pneumoniae mostraram
formacdo de biofilme moderado. Todas as cepas apresentaram capacidade em aderir as
linhagens celular Vero e HEp-2. Foi concluido que as cepas associadas a endocardite
infecciosa utilizadas no estudo ndo apresentaram genes associados a clones hipervirulentos.
No entanto, estas cepas foram capazes de aderir a linhagens celulares de origens diversas
ressaltando o potencial de interacdo com celulasepiteliais e a habilidade de formacdo de
biofilme como etapas importantes do mecanismo de patogénese para EI causada por E. coli e
K. pneumoniae.

Palavras-chave: endocardite infecciosa; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae;

sequenciamento genémico; biofilme; aderéncia.



ABSTRACT

ANDRADE, N. L. S. Phenotypic and molecular characterization of Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae triggering infectve endocarditis. 2019. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2019.

Infective Endocarditis (IE) is a disease caused by microorganisms that affects the heart
tissue, specifically in the mitral, tricuspid and aorta native valves, but mainly prosthetic valves
and electronic cardiac devices such as pacemakers and defibrillators. Endocarditis is an
infection that presents high rates of mortality and morbidity wich rate varies between 30%
and 71%. Occurrence of Endocarditis by gram-positive is more frequent and Staphylococci
aureus is the main etiological agent involved in the development of infection. However, IE by
gram-negative bacilli has been observed, such as Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae.
The aim of this study was to characterize molecularly and phenotypically Escherichia coli and
Klebsiella pneumonia strains associated with ID isolated of two patients from hospitals in Rio
de Janeiro, from the University Hospital Pedro Ernesto (HUPE) and Hospital of the public
network Order Terceira do Carmo, respectively. As a molecular methodology, total genome
sequencing (WGS) and gMLST were utilized. For phenotypic tests, qualitative biofilm
formation in glass slides, quantitative biofilm formation in polystyrene surface and adherence
in Vero (renal cells) and HEp-2 (larynx carcinoma) cell lines were performed. Phenotypic
tests were realized for detection of antibiotic resistance. From sequencing it was possible to
observe the presence of resistance genes in the strain of E. coli for strA, Aadab, strB, Sull,
Sul2 and drfA17 genes. K. pneumoniae strains presented the genes of resistance to fosA, ogxA,
ogxB, blaTEM-1B and blaSHV-1. Resistance profile observed for E. coli was Trimetropim,
Trimetropim/Sulfamethoxazole and Ampicillin, and all K. pneumoniae strains were resistant
to Ampicillin, Phosphomycin and Nitrofurantoin. E. coli strain has genes iutA, allS, fimH,
OmpA and Irp2 and all K. pneumoniae strains have the genes mrkD, urea, uge, pgaC, fimC,
OmpA and hgpA. gMLST showed that the strain E. coli belongs to the group ST 69 and
K.pneumoniae belongs to the group ST 76. As for the phenotypic tests, the E.coli strain
showed a strong biofilm formation while K. pneumoniae strains showed moderate biofilm
formation in both susfaces. All strains were able to adhere to Vero and HEp-2 cell lines. We
can conclude that the strains don’t posses hipervirulente genes, but they are apt to form
biofilm and interact with eukaryotic cells of different lineages. The results highlighting
important mechanisms of pathogenesis that could help in the understanding of IE caused by
E. coli and K. pneumoniae.

Keywords: infective endocarditis; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; genomic

sequence; biofilm; adherence;
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INTRODUCAO

Endocardite Infecciosa

Endocardite infecciosa (EI) é uma infeccdo que acomete valva nativa, valva protética e
dispositivos cardiacos eletronicos implantados, como marca passo ou desfibrilador (KLEIN
M.; WANG A. 2016). EI é considerada uma doenca de alta morbidade (YANG F. et al, 2015)
e com elevada taxa de mortalidade (20%-40%) (FARAJI R. et al 2018), surgindo de 3-10
novos casos em 100,000 habitantes por ano. Estudos epidemioldgicos sugerem que a
incidéncia de casos vem aumentando (PANTS S. et al, 2015, BOR D. H. et al 2013,
FEDERSPIEL JJ. et al. 2012 e DAYER M. J. et al, 2015).

A doenca se desenvolve em trés estagios. O primeiro estagio se inicia através da
entrada da bactéria via trato oral, intestinal ou urinério no sangue, caracterizando bacteremia.
O acesso também pode se dar pela pele, por meio de cateter venoso, procedimento médico
ou cirargico invasivo. O segundo estagio é a adesdo, onde bactérias (principalmente
espécies Gram positivas com excessdo de Staphilococcus aureus) sdo capazes de aderir ao
tecido endotelial, anormal ou injuriado, por meio de proteinas chamadas adesinas, presentes
na superficie bacteriana. Essas proteinas especializadas medeiam a fixacdo as proteinas da
matriz extracelular através de fibrinas e plaquetas (TSAI K. et al., 2009). Apo6s a adesédo
bacteriana ocorre a colonizacdo, onde em cada ciclo de proliferacdo ocorre a formacdo de
vegetacdo madura no tecido cardiaco, além de trombose, recrutamento de mondcitos e
inflamagdo (HOBOT J. A. et al., 2001). Muitos microrganismos associados a El, incluindo
Estafilococos, Estreptococos, Enterococos e, em menor frequéncia, Candida e Pseudomonas
aeruginosa, produzem vegetacdo com estrutura de biofilmes que permitem o estabelecimento
de uma populagdo microbiana no interior de matriz extracelular tipo slime, com ativagdo do
sistema quorum-sense (interacdo célula-célula) e modulagdo da expressdo génica promovendo
montagem ampliacdo e maturacdo da vegetacdo. Uma vez estabelecido, obiofilme protege a
bactéria do sistema imune do hospedeiro, impedindo a eficacia antimicrobiana e seleciona
microrganismos resistentes a antimicrobianos (EDEN C. S., HANSSON H. A. 1978).
Fragmentos da vegetacdo podem se soltar e migrar para outras regides do corpo (FAYYAZ, et
al 2014). Diante de todas essas caracteristicas, o biofilme é reconhecido como um importante
determinante de viruléncia no desenvolvimento de infeccbes em associagdo com
dispositivos (CLEGG S., OLD D.C. 1979).
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Na era pré-antibiotica, El afetava principalmente adultos jovens e individuos de meia
idade que apresentavam principalmente doencgas reumatica do coracdo e doencas cardiacas
congénitas (SECKELER M.D. et al 2011). Contudo, com o desenvolvimento dos antibidticos,
declinio das doencas reumaticas e avancos na medicina durante o século XX, ocorreram
mudangas no perfil dos fatores de risco, na microbiologia das EI, assim como nas
caracteristicas demogréficas dos pacientes. Posteriormente outras comorbidades como
degeneracdo das valvas cardiacas, hemodialise, uso de valvas protéticas, imunodepresséo,
diabetes mellitus e uso de drogas intravenosas sdo 0s principais fatores de risco para o
desenvolvimento de EI (SLIPCZUK L. et al, 2013).

El associada & assisténcia a salude (HAIE - Healthcare Associated Infective
Endocardite) é uma categoria amplamente reconhecida e estudos mostraram que mais de 30%
dos casos de HAIE foram adquiridos em hospitais nos paises desenvolvidos (HIDALGO N.F.
et al 2008 e DAVILA P.M. et al 2005). Alguns fatores de risco estdo associados ao
desenvolvimento de HAIE, dentre eles: (1) aumento de procedimentos de diagnéstico e
terapéuticos invasivos (HOEN B. et al., 2002), (2) cardiopatia degenerativa da valva, (3)
complicacdes frequentes como insuficiéncia cardiaca, renale choque séptico e (4) infeccdes
recorrentes com microrganismos virulentos e cepas multi-resistentes (TERPENNING M.S. et
al., 1988). Porém, a magnitude desse problema mostrou que pacientes da comunidade em uso
extensivo de procedimentos médicos invasivos também adquiriram EI (BENITO N. et al
2009 e GIANNITSIOTI P. et al 2007), dando origem a uma nova categoria, chamada ElI
associada a assisténcia a satude ndo nosocomial (NNHCA-IE — NonNosocomial Healthcare
Associated — Infective Endocardite).

Historicamente, a epidemiologia da El apresenta trés periodos evidentes: (1) Elera
fatal antes da “era dos antibioticos”, (2) a introducdo da penicilina como uso terapéutico nos
anos 1940 diminuiu drasticamente o nimero de mortes. Entretanto a taxa de mortalidade nédo
foi reduzid apds o desenvolvimento das cirurgias cardiacas realizadas durante a fase ativa da
infeccdo (WALLACE A.G. et al, 1965) e (3) ocorreu um aumento consideravel de cirurgias
na década passada, embora a terapia antimicrobiana tenha sido indispensavel para salvar
vidas e erradicar a infeccdo

(TLEYJEH I.M. et al, 2007 e THUNY F., HABIB G. 2010). No entanto, alguns
estudos demonstram que a identificacdo apropriada de pacientes de alto risco e a rapida
intervencgdo cirurgica parece ser crucial para melhorar o prognéstico em casos graves de El
(BOTELHO N. E. et al, 2009). Com isso, o desafio no tratamento desta doenca inclui

melhorias nas estratégias de diagndstico a fim de acelerar o inicio do tratamento, eficacia na



18

identificacdo de pacientes que requerem monitoramento e urgéncia cirdrgica bem como o
desenvolvimento de novos métodos cirargicos e terapéuticos (THUNY F et al, 2012).

O diagnostico dessa desordem é baseado no critério de Duke (Duke Criteria) (KIM
M.S. et al, 2017), onde estdo incluidos a andlise clinica, exames laboratoriais como
hemocultura, exames de imagem e ecocardiografia. O principal padrdo deste critério é a
identificacdo da vegetacdo nas valvas cardiacas pela ecocardiografia, o que geralmente ocorre
entre 50-94% dos casos (LANG S. et al 2004) e o crescimento bacteriano na hemocultura,
considerado padrédo ouro (BOSSHARD P.P. et al, 2003). Somente 2,5%-31% dos casos de EI
apresentam cultura negativa, o que pode ser atribuido ao tratamento antibiético antes da coleta
(LE GUERN R. et al, 2015), baixo crescimento microbiano (EL-KHOLY A.A. et al, 2015),
fungos e/ou microrganismos intracelulares (BLUMENTAL S. et al, 2011).

De acordo com alguns estudos, os principais microrganismos envolvidos na etiologia
de EI sdo Estafilococos, Estreptococos e Enterococos. A identificacdo etiolégica de patdgenos
como causa de El é importante na terapia antimicrobiana adequada. Staphylococcus aureus
associado & El em valvas prostéticas apresenta o maior indice de mortalidade observada
nesse tipo de infeccdo bacteriana (WANG A.et al, 2007 e SY R.W. et al, 2011). Todavia,
pacientes com El em valvas cardiacas causadas por Staphylococcus coagulase negativo
apresentam complicacOes cardiacas significantes quando comparados as causadas por
Staphylococcus aureus (KARCHMER A.W., ARCHER G.L., DISMUKES W.E., 1983 e
LALANI T. et al,

2006). Essa gravidade se da pela tipica resisténcia & antibidticos, por parte dos
Staphylococcus coagulase negativa. Estudos mostraram que a taxa de resisténcia a meticilina
entre amostras clinicas de Staphylococcus coagulase negativo vem crescendo (CRUM N.F., et
al, 2006, KLEVENS R.M., et al, 2007, e SCHRAM G.E., etal, 2007). Dentro do género dos
Estreptococos, Streptococcus viridans, um grupo heterogéneo alfa hemolitico, é responsavel
por 40-60% dos casos de El em valvas nativas provenientes de procedimentos dentarios na
cavidade oral levando ao aumento da bacteremia e consequente infeccdo. A bacteremia é
causada apartir de infec¢Oes na cavidade oral levando ao estabelecimento de El (VICTORIA
B. et al, 2018). Os Enterococos formalmente classificados como parte do grupo D dos
Enterococos, sdo microrganismos comensais que habitam o intestino de humanos e outros
mamiferos. Enterococcus faecalis € o terceiro agente etiolégico mais frequente responsavel
por El. Por fazer parte da flora do intestino, 0 microrganismo consegue entrar na mucosa

lesionada e causar infeccdo (KHAN Z. et al, 2018).
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El por microrganismos gram-negativos ndo é frequente. No entanto, como agentes
etiologicos desse tipo de infeccdo, estdo associados a elevadas taxas de morbidade e
mortalidade. EI por gram-negativos sao classificados em duas principais categorias: HACEK
(espécies Haemophilus, Actinobacillus actinomycetem comitans, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens e espécie Kingella) e bacilos Gram-negativos ndo-HACEK (formados
pelas espécies de Pseudomonas e membros dafamilia das Enterobacteracea) (SANIA S. R;
OMER W. S.; MUHAMMAD R. L. 2010). Enquanto a incidéncia de EI por HACEK se
mantém relativamente a mesma (REYES M.P.; REYES K.C., 2008), dados demonstram
aumento significativo na epidemiologia da EI por gram-negativos ndo-HACEK (LAMPE
A.S.; SCHROIJEN M.A.; SMITH S.J., 2008 e MORPETH S., et al 2007).

Dentro do grupo HACEK, as espécies do género Haemophilus (Haemophilus
parainfluenzae, Haemophilus aphrophilus e Haemophilus paraphrophilus) sdo os principais
responsaveis pelos casos de El, tendo Eikenella corrodens também como um dos agentes
com elevada importancia. As espécies do grupo HACEK compartilham fatores de risco para
El, particularmente atribuidos a higiene bucal inapropriada e procedimentos dentarios que
permitem o patdgeno ganhar o compartimento vascular no local do trauma ou infec¢éo
estabelecida (DAS M., et al 1997). Valvulopatias pré-existentes também sdo bem
reconhecidas como fator para ElI por HACEK, pois a cardiopatia permite a aderéncia
bacteriana no epitélio endotelial. Revisbes bibliograficas demonstraram haver similaridade
nos fatores de risco na maioria dos casos de El por HACEK, incluindo infec¢des bucais ap6s
tratamento dentério, infeccdo respiratdria alta e doenca cardiaca degenerativa (COHEN P.S.;
MAGUIRE J.H.; WEINSTEIN L., 1980). O aumento da expectativa de vida e da populacdo
idosa pode resultar no surgimento de novos casos de doencas degenerativas das valvas e
cirurgias para implante de valvas protéticas, aumentando e levando esses pacientes a
probabilidade de desenvolver EI (MYLONAKIS E.; CALDERWOOD S.B., 2001).
Antibidticos beta-lactamicos como penicilinas ou ampicilinas, com ousem adi¢do de
aminoglicosideos, era considerada droga de escolha para EI por HACEK. No entanto, com o
aumento de patdgenos do grupo HACEK produtores de beta-lactamase (BADDOUR L.M. et
al, 2005 e DALL L. et al, 1987) a Associagdo Americana do Coragcdo — AHA (American
Heart Association), passou a recomendar o tratamento empirico com cefalosporina de terceira
geracdo, como ceftriaxona ou ampilina-sulbactam, como primeira linha de terapia para EI por
HACEK (BADDOUR L. M. et al, 2005). Op¢0es alternativas de tratamento incluem o uso de
fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, em pacientes alérgicos & cefalosporina e ampicilina
(SANIA S. R.; OMER W. S.; MUHAMMAD R. L. 2010).
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Embora bacteremia por Escherichia coli (E. coli) seja comum, EI por bacilos Gram-
negativos ndo-HACEK sdo raros (REYES M.P.; REYES K.C., 2008). Estudos observaram
aumento na incidéncia de EI por espécies dessa categoria, principalmente infec¢bes por E.
coli (29%) e Pseudomonas aeruginosa (22%) (SANIA S. R.; OMER

W. S.; MUHAMMAD R. L. 2010). El por E. coli frequentemente se apresenta
concomitante com outra infec¢do, incluindo infecgdo do trato urinario (BRANGER S. et al,
2005 e MICOL R. et al, 2006). Apesar de estar associada a assisténcia a saude, 0
desenvolvimento de EI por E. coli pode ser atribuida a susceptibilidade aos antibioticos. Em
alguns casos de EIl associada a E. coli reportados na literatura, a infeccdo envolvia
microrganismos resistentes a beta-lactamicos de espectro estendido (extended spectrum beta-
lactamases - ESBLs) (CHUNG-JONG K. et al, 2017). As cepas ESBLs conferem resisténcia &
terceira e quarta geracdo de cefalosporina e monobactamicos e co-resisténcia a
fluoroquinolonas, tetraciclina e aminoglicosideos. Diante desse cenario, 0s carbapenémicos
sdo a droga de escolha na terapia contra enterobactérias produtoras de ESBL (LIVERMORE
D. M. et al, 2006).

Mais de 95% dos casos de El associada a E. coli estdo relacionados ao uso de droga
recreativa (BADDOUR L.M. et al, 2005). Entretanto outros fatores de risco também estéo
atribuidos ao desenvolvimento da doenga como cirrose hepética (TSUTSUMI T. et al, 2010),
implante de valvas protéticas, idade, género, diabetes mellitus, infeccdo do trato urinario
(ITU), hospitalizacdo prolongada e uso prévio de cefalosporinas, quinolinas e outros
antimicrobianos (MORPETH S. et al, 2007), consequentemente contribuindo para a alta taxa
de abscesso intracardiaco, sepse e mortalidade (BRANGER S. et al, 2005). Além da presenca
de vegetacdo em valvas prostéticas, foi observado que a ocorréncia de EI por E. coli em
valvas nativas (ENV Valvas Nativas) (MICOL R. et al, 2006), principalmente em pacientes
idosos, tém aumentado (BOUZA E. et al, 2001). O aumento na freqiiéncia de IE associada a
E. coliem idosos pode ser explicado pela mudanca da mucosa vaginal em mulheres e
diabetes mellitus, onde ambos podem levar ao aumento do risco de ITU (MICOL R. etal,
2006). Outros fatores como terapia imunosupressiva e cancer podem aumentar as chances de
bacteremia em pacientes com ITU, sendo a E. coli a mais comum causa de bacteremia por
Gram-negativo. Entre os casos confirmados de ENV por E. coli, a incidéncia foi de 72% em
mulheres, mesmo EI sendo mais freqiiente em homens idosos (DHAWAN V. K. et al, 2002).
Russo e Johnson propuseram uma nova designagao para um grupo de cepas de E. coli capazes
de causar infeccOes extra- intestinais associadas a fatores de viruléncias (RUSSO T. A,

JOHNSON J. R. 2000). As cepas de EXPEC s&@o hoje conhecidas por pertencerem ao grupo
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filogenético B2 e ao grupo D, assim como as cepas comensais que pertencem aos grupos A e
B1 (JOHNSON J. R. et al, 2002). Além disso, EXPEC possui fatores de viruléncia que lhe
permite aderir, invadir e escapar da resposta imune (BINGEN-BIDOIS M. et al 2002) e
adquirir nutrientes essenciais como ferro (JOHNSON J. R. et al, 2002). Desta forma, algumas
cepas de EIl associada & E. coli exibiram caracteristicas tipicas de EXPEC e de cepas
semelhantes responsaveis por urosepse (BINGEN-BIDOIS M. et al 2002).

Infeccbes e colonizagbes causadas por Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)
produtora de Carbapenemases (KPC) representam um grande desafio para saude publica (DOI
Y.; PATERSON D. L. et al, 2015). K. pneumoniae é um agente etiolgico raro causadorde
El. Entretanto El associada & K. pneumoniae € extremamente perigosa, apresentando uma
mortalidade de 49% (SRINIVAS K. H. et al, 2013). El associada & K. pneumoniae pode
afetar tanto as valvas nativas como as valvas protéticas, tendo uma incidéncia de 1,2% em
valvas nativas e 4,1% em valvas protéticas. As valvasmais afetadas pela K. pneumoniae
sdo as valvas aortica, seguidas pelas valvas mitral e tricuspide (ANDERSON M. J. et al,
1998). O desenvolvimento de grande vegetacdo, perfuracdo da valva e abscesso intracardiaco
sdo as complicacdes mais frequentes em pacientes com El (SRINIVAS K. H. et al, 2013).
Hospitalizacdo é um fator de risco significante para o desenvolvimento de El associada & K.
pneumoniae, assim como usoprévio ou prolongado de agentes antimicrobianos (YONG M. S.
et al 2016). O tratamento da infeccdo é conduzido pelo uso de agentes antibiéticos geralmente
associado a procedimento cirurgico para remocdo da vegetacdo nas valvas (SATLIN M. J.
et al 2014).

As cepas KPCs tém a capacidade de hidrolizar eficientemente todas as cefalosporinas,
monobactamicos, carbapenémicos e até inibidores de PB-lactamases, reduzindo as opc¢des
efetivas de tratamento das bacteremias (AKOVA M. et al 2012 e CARMELI Y. et al 2010).
Diante disso, € amplamente aceito o uso combinado de antibidtico de primeira geracao,
principalmente carbapenemases com o0s de segunda geragdo como colistina, tigeciclina,
gentamicina, fosfomicina, sendo essa a forma maisadequada de tratamento contra infecgédo
(SATLIN M. J. et al 2014). Em EI na valva tricispide € indicada cirurgia para reconstrucdo
(YONG M. S. et al 2016).

Biofilme

Biofilme é uma comunidade microbiana formada por uma ou diversas espécies

cercadas por uma matriz extracelular (MEC) (NANI V.G. et al 2018) composta por DNA
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extracelular (DNAe), polissacarideos, lipideos e proteinas. Enzimas também estdo presentes
na MEC atuando como um sistema digestivo do biofilme (FLEMMING H. C,;
WINGENDER J. 2010). Dentre as proteinas presentes na MEC, existem proteinas estruturais
amiloides (SERRA D. O.; RICHTER A. M.; HENGGE R. 2013), chamadas Curli, que
participam da constituicdo do biofilme (MCCRATE O. A. et al 2013). Os biofilmes podem
ser formados sobre diversas superficies naturais, em dispositivos médicos e industriais
(O’TOOLE G.; KAPLAN H. B.; KOLTER R. et al 2000). Curli pode ser expressada em
especie comensal de E. coli , assim como em E.coli enteropatogénica (EPEC), E.coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli patogénica em aves (APEC) e isolados causadores de sepse (NANI V.G. et al, 2018).
Curli é secretada pelo sistema de secrecdo do tipo VII. Suas fibras sdo codificadas pelos
operons csgDEFG e csgBAC que por sua vez codificam as sub- unidades CsgA e CsgB
secretadas para regido externa da membrana. CsgB em associagcdo com a regido externa da
membrana bacteriana fornece instrumentos que estimulam CsgA a adotar uma prega amiloide
e assimformar as fibras (HUFNAGEL D. A.; DEPAS W.; CHAPMAN M. R. 2015).

A habilidade em formar biofilme é considerada como o principal atributo de viruléncia
das espécies que formam o género das E. coli, pois 0 seu estabelecimento nas células do
epitélio do hospedeiro é facilitado e sua erradicacdo fica prejudicada.

O desenvolvimento do biofilme ocorre com a sedimentacdo de células planctonicas em
superficies bioticas e abidticas, adesdo e criacdo de um grupo de células bacterianas,
estabelecendo uma coldnia resistente a agentes antimicrobianos. A partir dai a estrutura
tridimensional é renovada com a remocdo de células individuais das colbnias, fixacdo de
novas células as superficies e formacdo de novos aglomerados. As microcol6nias sdo
separadas por canais de filtracdo de agua que fornecem nutrientes essenciais para o
crescimento microbiano e remoc¢do de produtos metabdlicos gerados pelas bactérias. De
acordo com Anderson & O’Toole (2008)e Stewart & Franklin (2008), a bactéria patogénica
formadora de biofilme pode ser

1.000 vezes mais resistentes & agentes antimicrobianos, assim como a antibiéticos e ao
sistema imune do hospedeiro (ZALEWSKA-PI ATEKA, et al. 2013).

Uma grande variedade de fatores de viruléncia esta envolvida na formacéo de biofilme
como fimbrias P, hemolisinas, sistema de aquisicdo de ferro, lipopolissacarideos (LPS) e
capsulas, onde os trés principais fatores sdo fimbrias P, fimbrias tipo 1 (codificadas
respectivamente pelos genes pap e Fim) e a- hemolisinas codificadas pelo gene hlyA, membro

da familia de toxinas RTX. A formacdo de biofilme nas células do trato urinario &
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proporcionadapela Dr Hemaglutinina, uma adesina codificada pelos genes dra, que pode
utilizar até quatro tipos de receptores para aderir ao epitélio renal do hospedeiro: DAF (Fator
acelerador de decaimento), CEA (Antigeno carcinoembrionico), integrina alB2 e coldgeno
tipo IV (FATTAHI et al. 2015).

A capacidade de formacgéo de biofilme por K. pneumoniae, como fator de viruléncia
ainda ndo é bem clara (ZHENG J. X. et al., 2018). No entanto, infecgdes com cepas que
apresentam a habilidade de formar biofilmes costumam ser maisdificeis de tratar (RIBEIRO
S. M. et al., 2015), especialmente K. pneumoniae resistentes aos Carbapenémicos, onde a
formacdo de biofilme é obvia (DIAGO-NAVARRO E. et al.,, 2014). O biofilme maduro
confere as cepas K. pneumoniae resisténcia & antibidticos e capacidade de escapar de células
fagociticas do sistema imune, tornando sua eliminacdo mais dificil quando comparadas a
cepas plancténicas (LEBEAUX D. et al., 2014). A maioria das cepas K. pneumoniae
expressam duas adesinas fimbriais, fimbria tipo 1 e fimbria tipo 3 (PODSCHUN R,
ULLMANN U., 1998). A fimbria tipo 1 medeia a adeséo & receptores de manose (KLEMM
P.; SCHEMBRI P., 2000) e as fimbrias tipo 3 estdo presentes em praticamente todas as
cepas de K. pneumoniae medeando sua ligacdo & diversos tipo de células epiteliais in vitro
(CASPER S. et al., 2010). Alguns estudos revelaram que cepas de K. pneumoniae oriundas de
amostras de cateter urinario que expressaram fimbria tipo 3 formavam biofilme forte
favorecendoo desenvolvimento de infecgdes associados ao uso de cateter (SCHROLL C. et
al., 2010), assim como cepas isoladas de abscesso hepatico piogénico que expressaram genes
treC e sugE modulavam a producéao de polissacarideo capsular e facilitavam a coloniza¢do no
trato gastrointestinal, indicando que a formacao de biofilme contribui para o estabelecimento
e persisténcia de infecg¢bes por K. pneumoniae (WU M.C. et al.,2011).

Aderéncia

A aderéncia é a primeira etapa da colonizacdo e desenvolvimento da infec¢do pela
bactéria no hospedeiro humano (SALDANA Z et al., 2014). A ligacdo entre bactérias e
células é regulada por filamentos de adesinas, também conhecidas como fimbrias que se liga a
receptores especificos presentes nas celulas do hospedeiro. As principais fimbrias que
participam da interacdo bactéria-célula em ITU sdo as fimbriastipo 1 e P (ANTAO E. M. et
al., 2009). A fimbria tipo 1 permite a UPEC se ligar ao epitélio da bexiga por meio de
ligagdes em proteinas a-D-manose (TSAI K. W. et al. 2009) e as fimbrias P (pili associada a
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pielonefrite) fazem a ligagdo através de receptor a-Gal(1- 4)B-Gal presentes no epitélio renal
(ROBERTS J. A. etal., 1994; TSAI K. W. et al., 2009).

No entanto, as fimbrias citadas acima ndo sdo as unicas adesinas envolvidas na
aderéncia de UPEC ao epitélio renal e a bexiga. A adesina afimbrial AFA/Dr codificada pelo
gene afa (JOHNSON J. R. e STELL A. L. 2000) e a fimbria F1C/S, codificada pelo gene sfa
(ANTAO E. M. et al.,, 2009) também atuam ligando UPEC &s células do trato urinério
humano. A adesina AFA/Dr se liga as proteinas de colageno tipo IV presentes no epitélio
renal, enquanto a fimbria F1C/S se liga a glicoproteinas sialil galactosideo e a glicolipideos
GalNAcB1-4GalP ambos presentes nos epitélios renal e da bexiga (TSAI K. W. et al. 2009). A
Uroplaquina (UPIa), uma glicoprotéina presente no epitélio da bexiga, também participa da
interacdo célula-bactéria como receptor para FimH, promovendo a aderéncia & célula do
hospedeiro e inicio da infeccdo por UPEC (KURIMURA Y. et al 2012).

Sequenciamento de genoma total

A técnica de sequenciamento de genoma total (WGS — Whole Genome Sequence)
possui grande poder discriminatdrio quando comparado a outros métodos moleculares. Dados
obtidos por WGS permitem a caracterizacdo molecular de patdgenos, incluindo a
identificacdo de genes de viruléncia e de genes de resisténcia (ZHOU K. et al. 2014). O WGS
também permite a identificacdo através de comparacdo gendmica. Tais avancos facilitaram
enormemente a investigacdo em diferentes niveis, tracando o perfil patogénico dos
microrganismos, assim como sua transmissdo entre pacientes (HARRIS S. R., et al. 2013).
Essa metodologia permite definir e aperfeicoar estratégias de controle das infeccdes. As
caracteristicas moleculares reveladas pelo WGS podem contribuir para o aperfeicoamento do
tratamento clinico, pois a deteccdo precisa de genes de resisténcia a antibidticos promove

melhor orientagéo na terapia.
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1 OBJETIVOS

1.1  Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo geral investigar o perfil molecular e
fenotipico de cepas de enterobactérias, E. coli e K. pneumonieae, oriundas de
vegetacdo valvar de pacientes atendidos nos hospitais HUPE e Ordem terceira do
Carmo, respectivamente.

1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobioanos;

b) Avaliar aspectos fenotipicos resultantes da formacéo de biofilme
e da interacdo bactéria-célula em linhagens Vero (rins de
macacos verdes africanos) e HEp-2 (carinoma de laringe
humana);

c) Identificar a presenca de genes de resisténcia e genes de
viruléncia nas cepas em estudo;

d) Identificar o sorotipo e o grupo ST (Sequence Type) de cada
cepa.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras Bacterianas

Foram utilizados no presente estudo uma cepa de E. coli (DO7785) coletada de
amostra de vegetacdo valvar tricispide de paciente do sexo feminino e idosa com CAIE
(Community Associated Infective Endocarditis) comunitaria em tratamento interno no
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE). A cepa foi isolada no laboratério de
bacteriologia do HUPE. As quatro cepas de K. pneumoniae (Kpl, Kp2, Kp3 e Kp4) foram
identificadas e isoladas de urinoculturas oriundas de paciente do sexo masculino com
insuficiéncia renal e idoso com HAIE no laboratério de bacteriologia do Hospital da Ordem
Terceira do Carmo (tabela 1). Todas as cepas foram encaminhadas para o laboratério de
Microbiologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Faculdade
de Ciéncias Medicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (DIMIP - UERJ).

2.2  Conservacao dos estoques bacterianos

As cepas foram estocadas em tubos de plastico com rosca contendo 1mL de meio GC
com glicerol 20% (v/v) e mantidas em temperatura de -20°C e -70°C.Aliquotas dos tubos do
estoque mantido a temperatura de -20°C foram utilizadas paraa realizacdo dos testes e 0s

tubos mantidos a -70°C constituiram o estoque permanente.



Quadro 1 — Caracteristicas de cepas de E. coli e K. pneumoniae utilizadas no

presente estudo.

Cepas Espécies

DO 7785 Escherichia
coli

Kpl Klebsiella
pneumoniae

Kp2 Klebsiella
pneumoniae

Kp3 Klebsiella
pneumoniae

Kp4 Klebsiella
pneumoniae

Origem

HUPE

Ordem
terceira

do Carmo

Ordem
terceira

do Carmo

Ordem
terceira

do Carmo

Ordem
terceira

do Carmo

Tipo de
Infeccdo

lc

Ih

Ih

Ih

Ih

Vegetagdo

Valva
tricuspide

Valva

tricuspide

Valva

trictspide

Valva

tricuspide

Valva
trictspide

Legenda: Ic: Infeccdo comunitaria, Ih: Infeccdo hospitalar. Fonte: A autora, 2019.

2.3 Preparo dos cultivos bacterianos

2.3.1 Cultivos simples

27

As cepas foram inoculadas em SuL de caldo Luria-Both (LB, Merck, S. A.) para os

testes de formacéao de biofilme e aderéncia e incubadas em estufa a 37°C por um periodo de

18 hrs até atingirem a fase estacionaria de crescimento (cerca de 2 x 10°células/mL).
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2.3.2 Isolamento

Para confirmacdo das espécies, as cepas oriundas das amostras clinicas, E. coli e K.
pneumonieae, foram semeadas em meio de isolamento, Agar eosina-azul de metileno EMB
(Becton e Dickson e companhia, Nova Jersey, EUA), por esgotamento com auxilio de alcas
bacterioldgicas. As placas semeadas foram incubadas em estufa por 24 hrs a 37° C. Apés a
incubacéo foi realizada a leitura e interpretacdo damorfologia e aspectos das colonias.

A diferenciacdo ocorre em resposta a fermentacdo da lactose e/ou sacarose por
microorganismos indicados pelos corantes. A interpretacdo das cepas se deu através da
presenca de coldnias de cor preta azulada com reflexo verde metalizado, indicando
fermentacdo de lactose, onde se podem identificar presuntivamente as espécies E. colie K.
pneumonieae. Em particular, as colénias da espécie K. pneumonieae apresentam um aspecto
mucoide devido a presenca de capsula em sua estrutura celular, diferenciando-a das outras
espécies de enterobactérias.

A confirmacdo da espécie foi realizada através de espectrometria de massa MALDI-
TOF MS (matrix-assited laser desortion time-of-fligth; Bruker, Germany). As amostras
foram cultivadas em agar MacConkey por 18 horas a 37°C. Aproximadamente 10 col6nias
isoladas de cada amostra foram lavadas duas vezes em 1mL 4&gua destilada estéril,
ressuspensas em 1mL de etanol 70% e centrifugadas em 14.000 rpm por 2 minutos. O pellet
foi seco a 37°C por 30 minutos e as células foram lisadas em 100pL de acido férmico 35% e
acetonitrila 50%. A mistura foi centrifugada e o sobrenadante usado para analise. Um
microlitro de cada amostra foi aplicado a placa metélica, seca ao ar e 1uL da matriz
(10mg/mL acido a-ciano-4- hidroxicinamico em 50% de acetonitrila e 2,5% de &cido
trifluoroacético) foi aplicada sobre cada amostra. As amostras foram submetidas a
identificacdo no sistema automatizado de identificagdo microbiana BD® Bruker MALDI
Biotyper® System, sendo a identificagdo microbiana conseguida através da obtencdo do

espectro analisando-o na base de dados Bruker MALDI Byotiper Library.

2.4 Ensaios de Biofilme
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Os ensaios de biofilme qualitativo em vidro e semi-quantitativo em poliestirenoforam
realizados a fim de avaliar a habilidade das cepas em formar biofilme sobre superficies

abidticas.

2.4.1 Ensaio de Biofilme Qualitativo

As cepas de E.coli e K.pneumoniae inoculadas 5 pL em meio LB e incubadas em
estufa por 18 hrs & 37° C sob condicbes aerdbias. Apo6s o tempo de incubacéo, as placas de 24
pocos foram montadas com laminulas estéreis de 13mm de espessura. Apos adi¢do de 1mL de
meio Dulbecco’s Minimal Essential Medium (D-MEM, Gibco-BRL), aliquotas de 10uL de
cada cultura foram adicionadas aos orificios e incubados em estufa por 18hrs a 37°C em
aerobiose. Apos o periodo de incubacdo, as laminulas foram removidas e lavadas 3 vezes com
PBS-D e, em seguida, fixadas com metanol por 15 minutos. Para coloragdo das laminulas foi
utilizado o corante cristal violeta (Laplast Labor) 0,5% por 5 minutos. As laminulas foram
lavadas com agua destilada, secas, dispostas sobre lamina de vidro com meio de incluséo
rdpida para microscopia (Entellan, Merck S.A., Rio de Janeiro) e em seguida foram
observadas uma média de 20 campos por ld&mina em microscopio optico (Nikon) (SHEIKH J
etal., 2001).

2.4.2 Ensaio Biofilme Semi-Quantitativo

A capacidade de formacéo de biofilme foi testada conforme a metodologia descrita por
Sheikh J et al. (2001), com adaptacdes. Foram transferidos 5 puL de cada cultura para 200 pL
e DMEM, previamente distribuidos em cada orificio de um
placa estéril de poliestireno com 96 pogos (Costar, NY, USA). Apos a incubacao da placa por
18 horas a 37°C, o meio foi removido e descartado, os pocos foram lavados duas vezes com
200 pL de PBS, secos na temperatura ambiente, fixados com 200 pL de metanol por 20
minutos e corados com 200 uL de cristal violeta a 2% (utilizado para a coloracdo de Gram),
por 15 minutos. Os pogos foram lavados novamente com agua destilada estéril, por duas
vezes, e em seguida foram adicionados 200 puL de metanol por 30 minutos para solubilizagéo
do corante impregnado no biofilme. Foram transferidos 150 pL dessa solucéo para outra placa
de 96 pocos. A leitura da densidade optica (DO) foi realizada por espectrofotémetro de

microplacas (Epoch), a 570 nm. Ostestes foram realizados trés vezes em triplicata e controles
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apropriados foram incluidos, para o controle negativo os pogos ndo foram inoculados. As
médias obtidas de cada cepa foram comparadas estatisticamente com o controle positivo
EAEC 042 e com o controle negativo.

De acordo com os critérios de Stepanovic et al. (2007), as amostras foram
classificadas em categorias com base na densidade dptica (DO): ndo formadora de biofilme —
DO obtida menor que a DOc (média do controle negativo + 3x seu desvio padrdo); biofilme
fraco — DOc < DO < (2x DOc); biofilme moderado — (2x) DOc < DO < (4x DOc) ¢ biofilme
forte — DO > (4x DOc). Os testes foram realizados por trés vezes em triplicata. Os resultados
foram analisados pelo programa Graph Pad-Prism versdo 8.0.2 e para andlise estatistica foi
utilizado o teste ANOVA de comparacdo mdltipla Bonferroni, sendo p < 0,05, considerado

estatisticamente significativo.

2.5 Condic0es de cultivo e manutencéo das linhagens celulares utilizadas

2.5.1 Linhagem Vero

A linhagem celular Vero (ATCC CCL-81, originaria de rim de macaco verde africano)
foi cultivada em frascos plasticos com faces planas (LabTek, Nunc Int.,, Rochester, NY,
USA), contendo 5 mL de meio de cultura MEM (MinimalEssentialMedium, Gibco-BRL)
suplementado comgentamicina 50 pg/mL, fungizona 2,5 pg/mL e 5% de soro fetal bovino
(SFB, Gibco- BRL). As células foram mantidas em estufa, a 37°C, em atmosfera acrescida de
5% de CO2 (37°C/COy), por cerca de 2 a 3 dias, até atingir a confluéncia. O sub-cultivo foi
realizado a cada 2-3 dias.

Para o sub-cultivo das células, os tapetes foram recobertos com solugdo de tripsina-
EDTA (tripsina 0,2%; EDTA 0,02% em PBS 0,01M, pH 7,2) (Bird e Forrester, 1981). Ap6s
a remogéo da solucéo, as células foram desprendidas da superficie lisa por pipetagem com
meio de cultura completo. A suspensdo resultantefoi entdo dividida em dois novos frascos,
que foram incubados a 37°C/CO: até a confluéncia dos tapetes celulares (ROSA, A. C. P. I. et
al., 1998).
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2.5.2 Linhagem HEp-2

A linhagem celular HEp-2 (ATTC CCL23 originaria de carcinoma de laringe humana)
foi cultivada em frascos plasticos com faces planas (LabTek, Nunc Int., Rochester, NY,
USA), contendo 5mL de meio de cultura MEM (MinimalEssentialMedium, Gibco-BRL)
suplementado com gentamicina 50 pug/mL, fungizona 2,5 pug/mL e 5% de soro fetal bovino
(SFB, Gibco-BRL). As células foram mantidas em estufa, a 37°C, em atmosfera acrescida de
5% de CO; (37°C/CO2), por cerca de 2 a 3 dias, até atingir a confluéncia. O sub-cultivo foi
realizado a cada 2-3 dias.

Para o sub-cultivo das células, os tapetes foram recobertos com solucéo de tripsina-
EDTA (tripsina 0,2%; EDTA 0,02% em PBS 0,01M, pH 7,2) (BIRD e FORRESTER, 1981).
Apos a remocéo da solucdo, as células foram desprendidas da superficie lisa por pipetagem
com meio de cultura completo. A suspensédo resultante foi entdo dividida em dois novos
frascos, que foram incubados a 37°C/CO; até a confluéncia dos tapetes celulares (ROSA, A.
C.P. I etal., 1998).

2.5.3 Linhagem celular utilizada

As linhagens celulares utilizadas no estudo foram Vero (ATCC CCL-81,
originaria de rim de macaco verde africano) e HEp-2 (ATTC CCL23 originaria de

carcinoma de laringe humana).

2.5.4 Preparo dos cultivos celulares para os testes de aderéncia

Para a realizagdo do teste de aderéncia os cultivos celulares foram tripsinizados como
descrito nos itens anteriores (itens 2.5.1 e 2.5.2) e as células foram distribuidas em placas de
cultura de células de 24 orificios (Costar, NY, USA) contendo laminulas de vidro de 13 mm
de didmetro, previamente esterilizadas. Estas foram incubadas a 37°C/CO: até a confluéncia
dos tapetes celulares, o que ocorre por volta de 2 a 3 dias de incubacdo (ROSA, A. C. P. I. et
al., 1998).
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2.5.5 Ensaio de aderéncia qualitativo com células Vero

Para a realizacdo do teste de aderéncia com a linhagem celular Vero utilizamos o
protocolo descrito por Rosa et al. (1998), com modificacBes. Apos a confluéncia dostapetes
celulares, cada orificio foi lavado duas vezes com PBS-D e acrescido de 1mL de meio MEM
com SFB 2%, na presenca de D-manose 1%. Posteriormente, foram inoculados 35uL de
cultura bacteriana, preparada conforme descrito no item 2.3.1, em cada orificio. A placa foi
incubada por 3 horas a 37°C/CO2. Apos o periodo de co- incubacéo, as células Vero foram
lavadas duas vezes com PBS-D e, em seguida, fixados com metanol por 15 minutos. Para
coloracdo das células foi utilizado o corantede Giemsa (Merck S.A., Rio de Janeiro, 1:20, v/v)
em tampdo fosfato 0,03M (pH 6,5) por um periodo de 30 minutos. As laminulas foram
lavadas com agua destilada, secas, dispostas sobre lamina de vidro com meio de inclusdo
rapida para microscopia (Entellan, Merck S.A., Rio de Janeiro) e em seguida foram

observadas em microscépio optico (Nikon).

2.5.6 Ensaio de aderéncia qualitativo com células HEp-2

Para a realizacdo do teste de aderéncia com a linhagem celular HEp-2 utilizamos o
protocolo descrito por Rosa et al. (1998). Apds a confluéncia dos tapetes celulares, cada
orificio foi lavado duas vezes com PBS-D e acrescido de 1mL de meio MEM com SFB 2%,
na presenca de D-manose 1%. Posteriormente, foram inoculados 35uL de cultura bacteriana,
preparada conforme descrito no item 2.3.1, em cadaorificio. A placa foi incubada por 3 hrs a
37°C /CO2. Ap6s o periodo de co-incubacéo, as células HEp-2 foram lavadas duas vezes com
PBS-D e, em seguida, fixados com metanol por 15 minutos. Para coloracdo das células foi
utilizado o corante de Giemsa (Merck S.A., Rio de Janeiro, 1:20, v/v) em tampdo fosfato
0,03M (pH 6,5) por um periodo de 30 minutos. As laminulas foram lavadas com agua
destilada, secas, dispostas sobre lamina de vidro com meio de inclusdo rapida para
microscopia (Entellan, Merck S.A., Rio de Janeiro) e em seguida foram observadas em

microscopio optico (Nikon).

2.6 Extracéo de DNA e sequenciamento
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O DNA das bacterias foi extraido de cada isolado usando o kit de extracdo de DNA
microbiano Ultraclean® (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, US) seguindo o protocolo do
fabricante. Uma biblioteca de DNA foi preparada usando o NexteraXTkit (Illumina,
SanDiego, CA, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante e, em seguida o
sequenciamento executado em um instrumento MiSeq (lllumina). Analise de dados foi
realizada primeiramente com a montagem do arquivo. De novo assembly foi realizada com o
CLCGenomics Workbench v7.0.3 (CLC bio A / S, Aarhus, Dinamarca). Apos a analise de
qualidade, a anotacdo foi executada ao carregar a sequencia na ferramenta online do
RASTserver version 2.0. A identificacao de genes de viruléncia, resisténcia assim como
MLST e sorotipagem foram realizadas usando asferramentas disponiveis no CGE (Center for
genomic Epidemiology) (AZIZ R. K.et al., 2008). Os ensaios de sequenciamento foram
realizados no Departamento de Microbiologia Médica da Universidade de Groningen,

Holanda.

2.7 Analise dos dados

O grupo ST foi identificado através de comparacdo dos bancos de dados de genomas
presente no site Center for Genomic Epidemiology (CGE) MLST (version 1.7) (LARSEN M.
V. et al., 2012). A presenca de genes de resisténcia a antibidticos foi determinado através de
dados em formato fasta ResFinder 2.1 (ZANKARI E et al., 2012) do servidor CGE. A
identificacdo dos genes de viruléncia e elementos moveis foi realizada usando blast com
bancos com referéncia de dados de NCBI ou ENA através de ferramentas do CLC Genomics
Workbench v10.0.1 (CLC bio A/S, Aarhus, Denmark). Os grupos filogenéticos foram
determinados através SeqSphere v.4.1.9 (Ridom, Munster, Germany) e a tipagem genética foi

determinada usando um 2358- genes core genomico (cg) MLST.
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3. RESULTADOS

3.1 Biofilme Semi-Quantitativo

Analisando os dados através do teste de comparagdo multipla Bonferroni,considera-se
que um valor de p menor ou igual a 0.05 indica que ha pelo menos uma diferenca significativa
entre os grupos comparados. O valor das médias das cepas foi comparado com controle
positivo EAEC 042 em teste estatistico de comparacdo maltipla Bonferroni. Todas as médias

apresentaram resultados de p < 0, 0001.

Gréfico 1 - Analise estatistica do teste de formacgdo de biofilme semi-quantitativo em
poliestireno apos 18hrs a 37 °C.

% %k %k
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Legenda: 7785: E. coli; Kp: Klebsiella pneumoniae; cepas controles positivos: EAEC 042, UPEC 164.
(***) p <0, 0001. Fonte: A autora, 2019.
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3.2 Biofilme qualitativo das amostras clinicas de Enterobactereaceae

Apo6s 18 horas de incubacéo, foi observada formacéo de biofilme forte em superficie
de poliestireno pela cepa E. coli DO7785 (figura 1). As cepas de K. pneumoniae Kpl, Kp2,
Kp3 e Kp4 mostraram formacdo de biofilme moderado (figura 2). Todas as cepas foram
comparadas com as cepas controles EAEC 042 e UPEC 164 (figura 3). O padrdo de formacéo

de biofilme das cepas est4 sumarizado no quadro 2.

Figura 1 - Biofilme da cepa E. coli DO7785 associada & El, apds 18h de incubagéo a 37°C. A

i2isA
Yoy

|
|
| 10 pm

Legenda: A cepa E. coli DO7785, apresentou formacdode biofilme forte.
Fonte: A autora, 2019
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Figura 2 - Biofilme de cepas de K. pneumoniae associadas & El apds 18h de incubacéo a 37°C

“10pm ' : 3 : 10 um

")

< ! 10pm
c — D

Legenda: Cepas K. pneumoniae exibindo biofilme. A cepa Kpl (A) produziu biofilme
moderado, onde pode ser observado o tapete bacteriano distribuido sobre a superficie. As
cepas Kp2 (B) e Kp3 (C) produziram biofilme moderado, onde nota-se o tapete de bactérias
concentrado de forma discreta sobre a superficie. A cepa Kp4 (D) produziu biofilme
moderado com tapete intenso. Fonte: A autora, 2019.
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Figura 3: Biofilme de cepas controles EAEC 042 e UPEC 164 ap6s 18h de incubagdo a 37 °C.
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cepa 164 (B)apresentou biofilme forte. Fonte: A autora, 2019.

Quadro 2. Padrdo de formacdo de biofilme qualitativo das cepas associadas & EI apos 18 hrs

de incubacdo a 37°C.

Cepas

Formagcéo de biofilme

042a
164a
DO7785b
Kplc
Kp2c
Kp3c

Kp4c

Moderado

Forte

Forte

Moderado

Moderado

Moderado

Forte

Legenda: Sumarizacdo do padrdo de formacdo de
biofilme. a: Cepas controle, b: E.coli, c: K.

pneumoniae.
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3.3 Aderéncia em linhagem celular Vero das amostras clinicas de Enterobactereaceae

A cepa E. coli DO7785 mostrou fraca interacdo com a linhagem celular Vero apds o
periodo de incubacéo (figura 4). Nas cepas K. pneumoniae Kpl, Kp2, Kp3 e Kp4 também foi
observada aderéncia em células Vero (figura 5). Todas as cepas foram comparadas com as
cepas controles EAEC 042 e UPEC 164 (figura 6).

Figura 4 - Aderéncia de Escherichia coli 7785 em células Vero
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Legenda: A cepa apresentou aderéncia fraca onde se visualiza poucas bactérias
interagindo com as células Vero. Fonte: A autora, 2019.



Figura 5- Aderéncia de cepas de K. pneumoniae Kpl, Kp2, Kp3 e Kp4

em célulasVero
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Legenda: Aderéncia de cepas Kpl (A), Kp2 (B), Kp3 (C) e Kp4 (D). As cepas Kpl, Kp2 e Kp3
apresentaram aderéncia moderada onde se observam bactérias isoladas na superficie do tapete.
A cepa Kp4 apresentou padrdo agregativo caracterizado por bactérias aderidas em formato de

“tijolos empilhados” (setas). Fonte: A autora, 2019.
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Figura 6 - Aderéncia de cepas controle EAEC 042 e UPEC 164 em células Vero

, e ,‘g“ﬂ .
0 v ¥ Y

104m

" A 10 pm

Legenda: Aderéncia de EAEC 042 (A) e UPEC 164 (B) apresentando padrdo de aderéncia
agregativo atipico nalinhagem celular Vero. Fonte: A autora, 2019.

3.4 Aderéncia em linhagem celular HEp-2 das amostras clinicas de Enterobactereaceae

A linhagem celular HEp-2 é caracteristica para aderéncia por UPECs. A cepa E. coli
DO7785 apresentou interacdo significativa com padrédo celular HEp-2 (figura 7). As cepas K.
pneumoniae Kpl, Kp2, Kp3 e Kp4 também apresentaram capacidade de interacdo com a
HEp-2 (figura 8). A capacidade de interagdo das cepas com a linhagem celular foi comparada
com cepas controle positivo EAEC 042 e UPEC 164 (figura 9).
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Figura 7 - Aderéncia de Escherichia coli 7785 em células HEp-2

Legenda: Cepa apresentou aderéncia moderada. Nota-se bactérias dispersassobre o tapete de células
Hep-2 (setas). Fonte: A autora, 2019.
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Figura 8 - Aderéncia de cepas de K. pneumoniae Kpl, Kp2, Kp3 e Kp4 em células Hep-2
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Legenda: Aderéncia de cepas K. pneumoniae: A cepa Kpl (A) exibiu aderéncia intensa com padrdo
agregativo atipico onde observa-se bactérias aderidas na periferia das células; na cepa Kp2 (B) observa- se
aderéncia moderada com padrdo difuso; a cepa Kp3 (C) apresentou aderécia moderada com producéo de
filamentos (cabega de seta); a cepa Kp4 (D) apresentou aderéncia discreta com poucas bactérias dispersas
sobre o tapete celular. Fonte: A autora, 2019.
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Figura 9. Aderéncia de cepas controle EAEC 042 e UPEC 164 em células HEp-2
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Legenda: Cepas controle: EAEC 042 (A) e UPEC 164 (B) apresentaram aderéncia intensa em padréo
difuso atipico. Fonte: A autora, 2019.

3.5 Sequenciamento e cgMLST

O seqlienciamento completo do genoma (WGS) das cepas associadas & endocardite
infecciosa mostrou que a cepa E. coli DO7785 pertence ao ST69 e sorotipo O153:H2
enguanto todas as cepas K. pneumoniae pertencem ao ST76 e sorotipo K2. Cepas E. coli e K.

pneumoniae de origem urinaria foram usadas no estudo como controle (Figura 10).



44

Figura 10. cgMLST das cepas de E. coli e K. pneumoniae.
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Legenda: Figura A mostra que a cepa E. coli DO7785 pertence ao ST69 e a figura B mostra que todas as
cepas de K. pneumoniae pertencem ao ST76 assim como a cepa de origem urinaria 648. Fonte: A autora,
20109.

3.6 Perfil de resisténcia fenotipico

O perfil de resisténcia mostrou que a cepa E. coli DO7785 foi resistente a
Trimetropim, Trimetropim/Sulfametoxazol e Ampicilina, enquanto que todas as cepas Kp

foram resistente para Ampicilina, Fosfomicina e Nitrofurantoina (Tabela 1).
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Tabela 1. Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos das cepas estudadas.

Cepas Espécies Perfil fenotipico de resisténcia
Do7785 E. coli Ampicilina, Trimetoprim, Trimetoprim+Sulfametozasol
Kpl K. pneumonieae Ampicilina, Nitrofurantoina e fosfomicina
Kp2 K. pneumonieae Ampicilina, Nitrofurantoina e fosfomicina
Kp3 K. pneumonieae Ampicilina, Nitrofurantoina e fosfomicina
Kp4 K. pneumonieae Ampicilina, Nitrofurantoina e fosfomicina
3.7 Analise molecular dos genes de resisténcia

O WGS também revelou os genes de resisténcia presentes em cada uma das cepas. A
cepa E. coli DO7785 apresentou os genes de resisténcia a aminoglicosideos,strA, aada5
e strB, a sulfonamida, sull e sul2, a trimetropim, drfA17 e a beta- lactdmicos blaTEM-1B. A
cepa K. pneumoniae mostrou apresentar os genes de resisténcia a fosfomicina fosA e a
quinolona, ogxA e ogxB. Ambas as cepas apresentam genes de resisténcia a beta-lactamicos,
blaSHV-1 (Tabela 2).

Tabela 2. Genes de resisténcia das cepas de E. coli e K. pneumoniae.

Cepas Espécies Genes de resisténcia

7785 E. coli StrA, aada5 , strB, sull, sul2, drfA17 e blaTEM-1B
Kpl K. pneumoniae fosA, 0gxA, ogxB e blaSHV-1

Kp2 K. pneumoniae fosA, ogxA, ogxB e blaSHV-1

Kp3 K. pneumoniae fosA, ogxA, ogxB e blaSHV-1

Kp4 K. pneumoniae fosA, ogxA, ogxB e blaSHV-1
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3.8 Anélise molecular dos genes de viruléncia

Foram investigados 20 genes de viruléncia, somente 13 genes foram detectados. Foi
revelado que a cepa E. coli DO7785 possui 0s genes iutA, allS, fimH, OmpA e irp2. Enquanto
que todas as cepas Kp possuem os genes mrkD, urea, uge, pgaC, wzi fimC, OmpA, wabG e
hgpA (Quadro 3).

Quadro 3: Genes de viruléncia.

ybtS | mrkD | rmpA | i fimH | ureA | uge | pgaC | wzi | fimC | OmpA | IroN | wabG | hgpA | irp2

KP1

KP2

KP3

KP4

DO7785

Legenda: Os genes de viruléncia presentes nas amostras de E. coli e K. pneumoniae identificados pelo
seqlienciamento estdo indicados pelo quadro vermelho.
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4 DISCUSSAO

O diagndstico de EI tem sido um desafio para a medicina desde a definicdo proposta
por Osler em 1885. No entanto, Pelletier e Petersdorf (1977), propuseram uma nova
definicdo dividida em trés categorias: (1) definida, em caso de confirmacdo cirurgica ou
autopsia, (2) provavel, por meio de critério clinico e (3) possivel, também por meio de
avaliacdo clinica. No entanto, EI também ¢ definida como uma infeccédo cardiaca causada pela
implantagcdo de dispositivos eletronicos intracardiacos como marcapassos e proteses,
resultando em infecgdes relacionadas ao uso de cateteres e bacteremias (KARCHMER A. W.,
LONGWORTH D. L., 2002).

Entre as bactérias Gram-positivas S. aureus € o principal agente etioldgico de El,sendo
responsavel por 25% & 50% da taxa de mortalidade (CABELL C. H. et al., 2002 e HOGEVIK
H. et., al 1995), estando associado a diversas complicagfes como embolismo, choque septico
e HAIE (PAZDENIK M. et al., 2016). No entanto, EI também pode ser causada por bacilos
Gram-negativos (BGNs) do grupo ndo-HACEK sendo considerada uma infeccdo rara,
contudo, com alta taxa de mortalidade (FOWLER Jr V. G. et al., 2002). Nesse caso, aspectos
epidemioldgicos, diagnostico e prognosticos de El sdo poucos conhecidos devido ao escaso
namero de casos que incluem BGNs (NOUREDDINE M. et al., 2011). Assisténcia associada
a saude também contribui para o desenvolvimento da infeccdo como aumento do uso de
cateteres endovasculares, cateteres venosos centrais, manipulacdo do trato gastrointestinal e
sondas urindrias. Esses fatores estdo relacionados & metade dos casosde EI por BGNs. Uma
das principais portas de entrada para o desenvolvimento de El causada por E. coli é o trato
urinario (COHEN P. S. et al., 1980, MICOL R. et al., 2006 e MORPETH S. et al., 2007).
Estudo realizado na Franca, mostrou que metade dos pacientes com EI por E. coli
apresentaram o trato urinario como reservatorio do patégeno (LOUBET P. et al., 2015). A
idade tambem é considerada um importante fator de risco para o desenvolvimento da infeccéo
(IUNG B. et al., 2003). Em estudo conduzido por Meyers et al. foi observado episodios de
bacteremia entre pacientes acima de 65 anos e o trato urinario foi a principal porta de entrada,
evoluindo para NVE em pacientes acima de 70 anos. Em pacientes idosos (> 70 anos)
bacteremia por gram-negativos € mais comum e a taxa de mortalidade é maior do que em
jovens (MCDUE J. D., 1987). Em infeccbes adquiridas na comunidade a predominéncia é
de E. coli e K. pneumoniae (ISMAIL N. H. , 1997).
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HAIE é considerada uma categoria de EI que apresenta maior indice de mortalidade e
morbidade quando comparada a CAIE (GIANNITSIOTI E. et al., 2007 e LOMAS J. M. et al.,
2009) e essa caracteristica se deve a fatores de risco que contribuem para 0 aumento desse
tipo de infeccdo em hospitais. Em estudo prospectivo realizado por Lomas et al. (2009), foi
observado a taxa de mortalidade por HAIE de 44,9%, valor similar a outros estudos ja
realizados. Nosso estudo mostrou que as cepas HAIE e CAIE, sdo multiresistentes
(multidrug-resistant — MDR). Falcone et. al. (2018) demostraram que microrganismos BGNs
com etiologia MDR foram determinantes para o aumento da mortalidade de pacientes com EI
por BGNs ndo-HACEK. O aumento de cepas EI MDR € uma preocupacdo crescente entre 0s
clinicos (CECCARELLI G. et al., 2013, GUTIERREZ- GUTIERREZ B. et al., 2017, ORSI
G.B.etal, 2011 e TACCONELLI E. et al., 2014).

A cepa E. coli DO7785 isolada de amostra de bacteremia associada a CAIEapresentou
resisténcia a agentes da familia dos beta-lactamicos como ampicilina e a agentes da familia
das sulfonamidas como trimetropim e a trimetropim e sulfametozaxol. A susceptibilidade a
fosfomicina também foi testada, onde a E. coli ndo apresentou resisténcia para a mesma.
Curiosamente, mesmo apresentando resisténcia aos beta-lactamicos, a cepa E. coli DO7785
ndo é produtora de ESBL. As quatro cepas de K. pneumoniae apresentaram resisténcia a
ampicilina, ao aminoglicosideo, nitrofurantoina e fosfomicina. As cepas também ndo séo
produtorasde ESBL. Estudos ja realizados mostraram haver alta prevaléncia de resisténcia a
ampicilina em amostras de E. coli (ESTEVE-PALAU E. et al., 2015). Além disso, infeccBes
causadas por BGNs resistentes a fosfomicina, inclusive endocardites, tem apresentado
remissao quando tratada com fosfomicina intravenosa. Essa é uma importante op¢do quando
essas infeccOes estdo associadas a pacientes com fatores de risco e falhas a outras classes de
antibidticos (ZHANEL G. G. et al., 2016).

Mutagcbes nos genes cromossomais ou plasmidiais podem ser responsaveis pela
aquisicdo de resisténcia & algumas classes de antibioticos pelos microrganismos (BENNETT
P. M. 2008). Os testes moleculares mostraram que a cepa E. coli DO7785 apresentou gene de
resisténcia a aminoglicosideos (strA, strB e aadA5), a beta- lactamases (blaTEM-1B), a
sulfonamidas (sull e sul2) e a trimetropim (dfrAl7). Todas as cepas K. pneumoniae
apresentam resistencia a beta-lactamases blaSHV-1 e a fosfomicina fosA. Particularmente as
cepas Kpl e Kp3 apresentam resisténcia as quinolonas ogxA e ogxB. Todos genes de
resisténcia encontrados nas cepas K. pneumoniae sd0 0S genes cromossomais e condizem

com o fendtipo de resisténcia apresentado pelas cepas.
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Também analisamos o perfil genético de viruléncia nas cepas em estudo. Um dos
genes identificados foi o0 gene ureA que, quando expresso, tem sido relacionado a ligacdo da
K. pneumoniae ao cateter em pacientes com endocardite e também com infec¢do no trato
urinario (ITU). Outros genes de viruléncia identificados nas quatro amostras de K.
pneumoniae, como uge, fimC e hgpA ja foram descritos por exercer importante papel na
patogénese de dessa espécie em ITU (DI MARTINO P. et al., 1993, JONES C. H. et al., 1995
e LINW. H. etal., 2015).

O gene uge (uridina difosfato galacturonato 4-epimerase) foi localizado no antigeno
O1 do LPS da membrana externa e no polissacarideo capsular K2 das cepas de K.
pneumoniae indicando uma possivel participacdo na inducdo de ITU por essas cepas
(ARAKAWA A. et al., 1995; KELLY R. F. et al., 1993; REGUE M. et al., 2001 e REGUE
M. et al., 2004). Alguns estudos revelaram que cepas mutantes que ndo expressavam 0 gene
uge, apresentavam um fend6tipo caracterizado pela auséncia completa da capsula K e antigeno
O no LPS, levando a perda da viruléncia e com issoa incapacidade de promover infeccao
urinaria (REGUE M. et al., 2004). A proteina Uge apresentou 35% de similaridade com a
proteina CaplJ responsavel por sintetizar acapsula tipo 1 presente em cepas de Streptococcus
pneumoniae (MUNOZ R. et al., 1999). hgpA é um gene expresso pela cepa HI689 da espécie
Haemophilus influenzae, responsavel por codificar proteina HgpA que liga unidades de
hemoglobinas ao complexo hemoglobina-haptoglobina presentes na superficie celular (JIN H.
et al., 1999). Mutacbes no gene hgpA podem reduzir a habilidade da cepa em utilizar o
complexo hemoglobina-haptoglobina do hospedeiro (REN Z et al., 1998).

O sequenciamento mostrou que a cepa E. coli DO7785 expressou 0 gene iutA,
normalmente presente em cepas uropatogénicas, sendo um gene importante de viruléncia
associado a captacdo de ferro através da codificacdo da proteinaaerobactina. O gene iutA
também esta envolvido na resisténcia a antibioticos (KARAMI N., WOLD A. E.,
ADLEBERTH 1. 2017). Cepas com ST69 que carregam 0 gene iutA tendem a apresentar
perfil de resisténcia a algumas classes de antibioticos como beta-lactdmicos, cloranfenicol,
sulfonamidas, aminoglicosideos e trimetoprim. (MANGES A. R et al.,, 2001 e TARTOF
S. Y. et al. 2005). A cepa E. coli DO7785 apresentou um perfil de resisténcia a ampicilina,
trimetoprim e trimetoprim e sulfametoxazol. Karami et al, (2017) observaram que 25% de
cepas E. coli ST 69 urinarias eram resistentes a pelo menos trés tipos de antibioticos,
ampicilina, tetraciclina e trimetoprim. Cepas ST69 frequentemente exibe multiresisténcia
devido auma variedade de genes de reisisténcia contidos em plasmideos (MANGES A. R et
al.,2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karami%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27924435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adlerberth%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27924435
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Além dos fatores de viruléncia, K. pneumoniae possui uma estrutura capsular que lhes
permitem ser cepas hipervirulentas. Pelo menos, 78 sorotipos capsulares foram identificados
e classificados em sorotipos K1 e K2 (KU Y. H., CHUANG Y. C.,YU W. L. 2008). As
capsulas dos sorotipos K1 e K2 protegem as cepas do sistema immune como das células
fagocitarias e estdo associadas a cepas invasivas (LIN J. C. et al., 2006 e SHON A. S.,
BAJWA R. P, RUSSO T. A. 2013). No nosso estudo, todasas cepas Kps foram classificadas
como pertencentes ao sorotipo K2. Em estudo conduzido por Remya et al. (2018) 0 sorotipo
predominante foi o0 K2. No entanto, outros grupos revelaram a prevaléncia do sorotipo K1 em
K. pneumoniae isoladas de pacientes com abscesso hepatico no oeste da China, onde a
incidéncia de K1 foi de (68,9%) seguido pelo sorotipo K2 (20%) (QUT. T. et al., 2015). Em
estudo realizado em Taiwan, o sorotipo K1 foi identificado em 63,4% dos abscessos hepéaticos
e K2 somente 14,2 % (FUNG C. P. et al., 2002).

Algumas cepas sao capazes de se ligar ao epitélio do hospedeiro e formar biofilme
permitindo o aumento da resisténcia aos antimicrobianos. Esse mecanismo de viruléncia esta
associado a infec¢fes como endocardite e ITU, sendo particularmente relevantes em infec¢oes
associadas a cateteres, proteses e dispositivos cardiacos eletronicos (DE LA FUENTE
NUNES C. et al., 2013). Investigamos a habilidade das amostras associadas a ElI em formar
biofilme, onde foi observado que todas elas foram capazes de formar biofilme. Todas as cepas
de K. pneumoniae apresentaram biofilme moderado enquanto a cepa de E. coli foi capaz de
formar biofilme forte. O testemolecular mostrou que todas as cepas possuiam um importante
gene de viruléncia associado com a formacdo de biofilme. O gene mrkD é um operon que
codifica a fimbria tipo 3 que exerce um papel importante na formacao de biofilme (CLEGG
S., MURPHY C. N. 2016 e DI MARTINO P. et al., 2003; JAGNOW J., GLEGG S. et al2003;
e MAO B. H. et al., 2012). Também foi revelada a presenca de fimC, gene de viruléncia que
codifica a chaperona FimC. A proteina FimC é parte de um complexo de adesinasdo tipo 1
gue tem um papel fundamental na adesdo do patégeno a célula do hospedeiro etambém na
formagéo de biofilme (JONES C. H. et al., 1995). Curiosamente, a cepa de E. coli 7785
expressou gene de viruléncia normalmente expresso por UPEC. O gene fimH codifica uma
proteina FimH presente na chaperona fimbria tipo 1, permitindo que o microrganismo se ligue
e invada a bexiga do hospedeiro, exercendo um importante papel na formacéo de bifilme e
aderencia ao tecido urinario (NORINDER B. S. et al., 2012; WU X. R., SUN T. T., MEDINA
J. J. 1996).

Estudos epidemioldgicos observaram que a baixa frequéncia de EI por

Enterobacteriacea € atribuida a pouca habilidade de BGNs aderir a valvas cardiacas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Remya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30078963
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(FALCONE M. et al., 2018). Foi avaliado nesse estudo a capacidade das amostras de em
aderir em duas linhagens celulares, HEp-2 e Vero. Todas as amostras associadas com El
foram capazes de aderir nas duas linhagens testadas, mas com intensidades e padrdes
diferenciados. Esses resultados mostraram que os isolados El apresentam habilidade em
aderir a células do hospedeiro. Tanto a cepa E. coli DO 7785 como todas as cepas K.
pneumoniae apresentaram 0 mesmo gene que sintetiza a proteina de membrana externa OmpA
e apresentaram habilidade de interacdo com as linhagens celulares Vero e HEp-2. Além de
expressar a maior porina na membrana externapresentes entre os BGNS, o gene também atua
conferindo importantes fungdes para a patogénese bacteriana, como resisténcia contra
antibioticos, inducdo da morte celular e principalmente aderéncia, invasdo e persisténcia &
células hospedeiras (ANTHONY W., SAHLU A. 2013 e SATO Y. et al., 2017). A aderéncia
se da pela ligacdo ndo covalente do dominio C-terminal da porina presente na membrana
externa com o peptidoglicanoda matriz extracelular da célula hospedeira (HANCOK R. E.
W., KARUNARATNE D.,BERNEGGER-EGLI C., 1994).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037811351200483X?via%3Dihub&!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037811351200483X?via%3Dihub&!
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CONCLUSAO

Em cepas isoladas de endocardite infecciosa, a analise molecular das cepas E. coli
identificou genes relacionados & resisténcia a aminoglicosideos, strA, aada5 e strB, a
sulfonamida, sull e sul2, a trimetropim, drfAl7 e a beta-lactamicos blaTEM-1B. Genes de
resisténcia para fosfomicina fosA, a beta-lactamicos, blaSHV-1 e a quinolona, ogxA e ogxB
foram identificados em K. Pneumoniae Kpl, Kp2, Kp3 e Kp4.

A anélise molecular revelou que a cepa E. coli 7785 possui os genes de viruléncia
iutA, allS, fimH, ompA e irp2. As cepas K. pneumoniae possuiu 0s genes mrkD, urea, uge,
pgaC,wzi fimC, OmpA, wabG e hgpA.

As cepas do estudo E. coli e K. pneumoniae pertencem a ST 69 e 76, respectivamente
que sdo considerados cepas capazes de causar sérias infeccOes, apresentando grande risco a
salde. No entanto, eles contém o mesmo fen6tipo de resisténcia e de viruléncia, normalmente
presentes em clones hipervirulentos.

As andlises fenotipicas mostraram que as cepas apresentaram habilidade em formar
biofilme em superficie abidtica e de aderir em células epiteliais renais e de carcinoma de
laringe. Mesmo néo apresentando perfil molecular de hiperviruléncia, E. coli e K. pneumoniae

isoladas de EIl possuem atributos importantes relacionados a viruléncia bacteriana.
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