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RESUMO

A Klebsiella pneumoniae é um dos patdgenos identificados mais frequentemente
causando infeccdo hospitalar em pacientes hospitalizados, uma vez que possui resisténcia
intrinseca e diversos fatores de viruléncia. Infec¢fes causadas por essas bactérias podem
resultar em septicemia e choque septico, que € desencadeado porlipopolissacarideos
(LPS) presentes na parede bacteriana, estimulando neutrofilos, macrofagos, células
endoteliais e musculos a uma producdo exacerbada de citocinas pré-inflamatorias como
TNFa, IL1, IL6 e IL8. No entanto, a modulacdo dessa resposta exacerbada pode ser
alcancada pela IL10. O objetivo deste trabalho foi identificar os polimorfismos em genes
de imunidade relacionados a susceptibilidade de pacientes desenvolverem infeccdes
bacterianas e quais fatores de viruléncia estdo presentes nesses patdgenos. Foram
analisados 100 pacientes para os polimorfismos TNFo. -308 G/A, IL15-511 C/T, IL6 -174
G/C e IL10 -1082G/A, todos pelo método de PCR. As 41 cepas de K. pneumoniae de
culturas de sangue foram investigadas quanto a presenca de genes de viruléncia por PCR
especifico, e as determinagdes das Sequéncias Tipo foram realizadas por MLST. A
producdo de cépsula foi quantificada pela determinacdo da concentracdo de &cido
urénico. A analise estatistica foi realizada pelo teste G de Williams, OddsRatio (OR) com
95%, Trend test (Cochran-Armitage) e Teste de Tukey. Varidveis quantitativas e
qualitativas foram analisadas pelo teste t-student. Nossos resultados revelam que
homozigotos para o alelo A em IL10 -1082G/A tém um risco quatro vezes maior de
desenvolver infeccdo bacteriana em comparagdo com pacientes heterozigotos para esse
polimorfismo. Além disso, enfatizamos que 99,6% das K. pneumoniae sdo
hipervirulentas, pois apresentam pelo menos cinco genes de viruléncia. Em concluséo,
nossos achados revelaram que o polimorfismo IL10 -1082G/A e caracteristicas clinicas

podem ser usados como marcadores para o desenvolvimento de infeccdo bacteriana.

Palavras-Chave: Infecgdo hospitalar; Viruléncia bacteriana; Imunologia dos

pacientes; susceptibilidade.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is one of the most commonly identified pathogens causing
nosocomial infection in hospitalized patients, as it has intrinsic resistance and several
virulence factors. Infections caused by these bacteria can result in septicemia and septic
shock, which is triggered by lipopolysaccharides (LPS) present in the bacterial wall,
stimulating neutrophils, macrophages, endothelial cells and muscles to an exacerbated
production of proinflammatory cytokines such as TNFa, IL1, IL6 and IL8. However,
modulation of this exacerbated response can be achieved by IL10. The objective of this
work was to identify the polymorphisms in immunity genes related to the susceptibility
of patients to develop bacterial infections and which virulence factors are present in these
pathogens. We analyzed 100 patients for TNFa-308 G/ A, IL1$-511 C/ T, L6 -174 G/
C and 1L10 -1082G/A polymorphisms, all by PCR. The 41 strains of K. pneumoniae from
blood cultures were investigated for the presence of virulence genes by specific PCR, and
determinations of Type Sequences were performed by MLST. Capsule production was
quantified by determination of uronic acid concentration. Statistical analysis was
performed by Williams G test, 95% OddsRatio (OR), Trend test (Cochran-Armitage) and
Tukey test. Quantitative and qualitative variables were analyzed by the t-student test. Our
results reveal that homozygotes for allele A in IL10 -1082G/A have a fourfold higher risk
of developing bacterial infection compared with heterozygous patients for this
polymorphism. In addition, we emphasize that 99.6% of K. pneumoniae are hypervirulent
because they have at least five virulence genes. In conclusion, our findings revealed that
IL10 -1082G/A polymorphism and clinical features can be used as markers for the

development of bacterial infection.

Keywords: Hospital infection; Bacterial virulence; Immunology of patients;
susceptibility.
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1. INTRODUCAO

A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos e se
constitui o principal impedimento para a ocorréncia de infeccBes disseminadas,
habitualmente associadas com alto indice de mortalidade. E também conhecido o fato de
que, para a quase-totalidade das doencas infecciosas, 0 numero de individuos expostos a
infeccdo € bem superior ao dos que apresentam doenca, indicando que a maioria das
pessoas tem condi¢bes de destruir esses microrganismos e impedir a progressdo da
infeccdo. Em contraste, as deficiéncias imunoldgicas, sejam da imunidade inata
(disfunc@es de células fagociticas) ou da imunidade adaptativa (deficiéncia de producao
de anticorpos ou deficiéncia da funcdo de células T), sdo fortemente associadas com
aumento de susceptibilidade a infec¢bes (Beceiro et al., 2011).

Dentre os patdgenos mais frequentes causando infec¢do hospitalar nos pacientes
internados, destaca-se a Klebsiella pneumoniae, que muitas vezes pode ser considerada
comoum problema de Saude Publica, provocando bacteremia e septicemia, devido a sua
prevaléncia e resisténcia antimicrobiana relacionado a mortalidade e morbidade em
unidades de tratamento intensivo, principalmente neonatais. Além disso, podem
sobreviver no ambiente e também, transitoriamente, nas maos de pessoas que manipulam
os pacientes (BrCast 2018; ANVISA, 2018). O tratamento de infecgdes causadas por
isolados de K. pneumoniae pode apresentar dificuldade devido a possibilidade de
aquisicdo de resisténcia a agentes antimicrobianos, incluindo os de amplo espectro, além
da resisténcia intrinseca a ampicilina, amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina (BrCast
2018; ANVISA, 2018).

A capacidade da K. pneumoniaede prosperar no ambiente e em diferentes locais do
corpo estd relacionada em grande parte, a sua capacidade intrinseca para regular a
expressao de varios fatores de viruléncia que contribuem para patogénese bacteriana,
incluindo as adesinas fimbriais, sideréforos e antigenos capsulares (Khaertynov et al.,
2018).

As células da resposta imune sdo também as principais fontes de citocinas e
quimiocinas no inicio das infecc¢des, as quais exercem sua acao tanto na fase inata como
na adaptativa. As quimiocinas, devido a seu papel de atrair células para o sitio da leséo,
sdo muito importantes no processo de defesa do hospedeiro (Schulte et al., 2013;
Chaudhry et al., 2013).
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A despeito da importancia da resposta imune, a dificuldade em controlar a resposta
inflamatoria que se desenvolve pode provocar dano nos proprios tecidos, muitas vezes
limitado e sem maiores consequéncias para o0 hospedeiro. Porém, eventualmente,
infeccdes causadas por bactérias gram negativas podem resultar em septicemia e choque
séptico, situacdo extremamente grave e associada com alta taxa de mortalidade. O choque
séptico é desencadeado por lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede bacteriana
estimulando nos neutrofilos, macrofagos, células endoteliais e masculos uma producéo
exacerbada de citocinas pro-inflamatdrias como: Fator de Necrose Tumoral o (TNFa),
Interleucinal (IL1), IL6 e IL8, além de Oxido Nitrico (NO). Como consequéncia, ha
diminuicdo do tébnus muscular e do débito cardiaco, que resulta em hipotensdo e ma
perfusdo tecidual, e finalmente morte celular. No entanto, a modulagdo dessa resposta
exacerbada pode ser obtida. Assim, em modelo experimental a administracéo
concomitante de IL10 e LPS protege camundongos da morte por choque séptico, ao inibir
aproducéo de IL12 e sintese de IFNy e TNFa (Schulte et al., 2013; Chaudhry et al., 2013).

Ao longo dos anos, tornou-se cada vez mais evidente que a variagdo genética
individual é um componente essencial de respostas imunes em geral, que contribui para
suscetibilidade, evolucdo, e desfecho de doencas infecciosas e autoimunes, além de
cancer. Inimeros estudos revelaram a extensdo da variacdo genética humana enquanto
tentavam mapear seu papel em doencas multifatoriais e poligénicas (Schulte et al., 2013).
Dessa forma, pesquisas envolvendo SNPs funcionais tém mostrado associacdo entre a
ocorréncia de SNPs e suscetibilidade a diversas doencas, incluindo-se as doencas
infecciosas, autoimunes e inflamatorias (inflamacéo crénica) (Zeng et al., 2009; Schulte
et al., 2013; Holub et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi identificar polimorfismos nos genes TNFa,
IL1p, IL6 e IL10 que estdo relacionados com a susceptibilidade dos pacientes em
desenvolver infec¢Bes hospitalares, e quais fatores de viruléncia estdo presentes nesses

patdgenos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PECULIARIDADE DAS INFECCOES HOSPITALARES

2.1.1 RESPOSTA IMUNOLOGICA DO HOSPEDEIRO

O sistema imunoldgico € constituido por uma complexa rede de 6érgdos, células e
moléculas, e tem por finalidade manter a homeostase do organismo, combatendo as
agressdes em geral. A imunidade inata atua em conjunto com a imunidade adaptativa e
caracteriza-se pela rapida resposta a agressao, independentemente de estimulo prévio,
sendo a primeira linha de defesa do organismo. Seus mecanismos compreendem barreiras
fisicas, quimicas e bioldgicas, componentes celulares e moléculas sollveis. A primeira
defesa do organismo frente a um dano tecidual envolve diversas etapas intimamente
integradas e constituidas pelos diferentes componentes desse sistema (Liu et al., 2016;
Gowin et al., 2018).

O sistema imune atua como sistema integrado de defesa do hospedeiro para eliminar
0 agente infeccioso e oferecer protecdo duradoura. Por outro lado, 0os microrganismos
apresentam ou desenvolvem mecanismos de evasdo que podem levar a infeccdo ou a lesdo
tecidual. A resposta imune a infeccdo ocorre em trés fases (Sarno et al., 1991; Moreira et
al., 1993; Mims et al., 2005) (Figura 01):

Figura 01: Imunidade inata e adaptativa apds exposicao ao patdégeno

Micro-organismo

Imunidade inata Imunidade adaptativa

ﬁ_ Linfocitos B
Barreiras Anticorpos
bt epntellals
0o & -

v

Fagjocutos Celulas

. Gélulas T efetoras

dendriticas Linfécitos T
>
AT \‘
Complemento Células NK
B Horas 1/4 Dias
0 6 12 1 4 7
Tempo decorrido apés — >
ainfecca@o

Fonte:BioClassi et al 2019

Legenda: Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial contra inteccdes. A resposta imune
adaptativa desenvolvendo-se posteriormente e consiste na ativacdo dos linfocitos. A cinética das respostas
imunoldgicas inatas e adaptativa é uma estimativa e pode varias em diferentes intteccGes.
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v Imunidade inata: que corresponde a primeira barreira para eliminar o
organismo invasor, ativada imediatamente apds a invasdo deste organismo (até 4 horas),
de resposta répida e ndo especifica aos antigenos. Fazem parte da imunidade inata o
sistema complemento, macrofagos, proteinas de fase aguda, células fagociticas e natural
killer (NK). Quando esta linha de defesa € ultrapassada, a resposta imune adaptativa atua,
gerando células antigeno-especificas e celulas de memoria que impedem a infecgéo por
aquele agente (Mims et al., 2005);

v Resposta induzida: precocemente, que ndo gera protecdo duradoura (4 a
96 horas), entretanto pode repelir o microrganismo ou manté-lo sob controle até que
ocorra a resposta adaptativa. As citocinas produzidas durante esta fase atuam no
desenvolvimento da resposta adaptativa e podem determinar se a resposta sera
predominantemente humoral mediada por anticorpos, ou celular mediada por células T
(Mims et al., 2005);

v Resposta adaptativa ou especifica: que ocorre ap6s 96 horas e
compreende a resposta de anticorpos e linfocitos T e perdura durante muitas vezes por
toda a vida do hospedeiro, uma vez que 0 corpo produza anticorpos contra um
determinado patdgenos, virus na maioria dos casos, quando o hospedeiro for reexposto a

esse agente, 0s anticorpos serdo prontamente ativados (Mims et al., 2005).

RESPOSTA HUMORAL

Muitas bactérias importantes nas doencas infecciosas humanas se multiplicam nos
espacos extracelulares do organismo, e a maior parte dos patdgenos intracelulares se
dissemina de uma célula para outra através dos fluidos extracelulares. A resposta imune
humoral conduz a destrui¢do dos microrganismos extracelulares e seus produtos, como,
por exemplo, as toxinas; além de também prevenir ou diminuir a disseminacdo das
infecdes intracelulares, através da neutralizacdo desses agentes. Os anticorpos tambem
facilitam o reconhecimento de microrganismos por células fagocitarias, permitindo que
assim sejam ingeridos e digeridos, como ativam o sistema complemento, potencializando
a opsonizacao, recrutando células inflamatorias para o local da infecdo e lizando certos
microrganismos pela formagdo dos poros em suas membranas (Molinaro, 2009;
Chaudhry et al., 2013; Liu et al., 2016).

Nesta resposta, a ativacdo das células B e sua diferenciacdo em células plasmaticas
secretoras de imunoglobulinas é deflagrada pelo antigeno especifico e requer a
participacdo de células CD4 Th2, que também controlam a mudanca de isotipo e
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desempenham papel importante na hipermutacao somatica, diversifica os receptores para
reconhecer novos antigenos, o que é necessario para a maturacdo da afinidade dos
anticorpos, que ocorre no curso da resposta humoral. A imunoglobulina de superficie
funciona como receptor de antigenos e realiza dois papéis na ativacao: a transducao de
sinal direto para o interior da célula, quando se une ao antigeno e aos sitios intracelulares,
para ser degradado e levado a superficie do linfocito B, onde, por sua vez, séo
reconhecidos por CD4 Th2 antigenos especificos. Esta resposta dependente da célula T é
chamada de timo-dependente (TD). Porém, alguns antigenos, como o0s
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos, podem ativar diretamente linfocitos B, e tal
resposta é chamada de timo-independente (T1) (Molinaro, 2009; Wright et al., 2009;
Gowin et al., 2018).

Anticorpos de alta afinidade neutralizam toxinas, virus e bactérias. Mas, podem nao
resolver o problema, pois muitos agentes ndo sdo neutralizados pelos anticorpos e devem
ser removidos por outros meios. Assim, o papel dos anticorpos nestas situagdes € ativar
outras células (células efetoras acessorias), que tenham receptores para Fc de
Imunoglobulina. Dentre essas, podemos citar macrofagos e neutréfilos, que ingerem
bactérias recobertas por IgG; assim como as NK, que lisam diretamente parasitos
recobertos por 1gG; e ainda células infectadas com virus, recobertas também com IgG.
Tal fendbmeno acontece por um mecanismo denominado citotoxidade celular, dependente
de anticorpo (ADCC). Além da ADCC, via IgG, exercida pela NK, o mesmo fenébmeno
pode ser observado por meio da IgE, onde as células citotdxicas sdo os eosinoéfilos, e a
importancia da ADCC via IgE se deve ao fato de que alguns parasitos ndo sdo mortos
diretamente por fagocitose, somente através dos mediadores liberados por estas células.
A IgE também participa na sensibilizacéo e ativacdo de mastocitos promovendo liberagéo
de substancias que dilatam vasos sanguineos e recrutam células inflamatérias (Molinaro,
2009; Van Well et al., 2013; Gowin et al., 2018).

2.1.2 RESPOSTA IMUNOLOGICA NAS INFECCOES

A cascata de inflamacao e ativagdo do sistema de coagulacdo associados com a
deficiente fibrinolise leva a alteracbes na circulacdo microvascular podendo
ocasionar disfungdo organica, sepse grave, sindrome de disfungdo maultipla de 6rgdos
e até morte (Schlichting; Mccollam, 2007). Tal cascata pode ser estimulada por

invasdo de microrganismos (Holmes; Russell; Walley, 2003), e comec¢a quando, na
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resposta a infeccdo, o sistema imune inato é ativado pelo reconhecimento de
substéncias estranhas denominadas Padr6es Moleculares Associados a Patogenos
(Pamps) (Schlichting; Mccollam, 2007).

Os Pamps sdo produtos derivados existentes em bactérias patdégenas, nao
patdgenas e comensais. Eles incluem moléculas de superficie, tais como endotoxinas
(em geral, LPS) e motivos internos que sao liberados durante a lise da bactéria (Heat
Shock Proteins-HSPs e fragmentos de DNA) (Adib-Conquy; Cavaillon, 2007). Os
Pamps sdo reconhecidos pelos Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs), que
estdo presentes em ceélulas do sistema imune inato e agem como sensores, e as
reconhecem como sinais de perigo exdgeno, como exemplo, o CD14 (Cluster of
Differentiation-14) e os toll-likereceptors (TLRs) (Silva; Velasco, 2007). Os PRRs
desencadeiam uma via de sinalizacdo intracelular que estimula os macréfagos a
secretar citocinas inflamatorias (Schlichting; Mccollam,2007).

Citocinas sdo proteinas que agem de diversas formas, podendo ativar a prépria
célula que a produziu, assim como outras células. Seus efeitos incluem inducdo de
proliferacdo, quimiotaxia, apoptose e diferenciacdo celular, com acdo sobre
diferentes tipos celulares (Silva; Velasco, 2007).

Durante a lesdo a célula produz citocinas pro-inflamatérias (por exemplo,
TNFa, TNF, IL1 ¢ IL6) e anti-inflamatdrias (por exemplo, IL10, IL1RN, IL4, IL13)
(Figura 02). Citocinas pro-inflamatorias estimulam um aumentode neutrofilos que se
aderem ao endotélio e aumentam a producdo de oxido nitrico (NO). Neutroéfilos
podemcausar danos aos tecidos quando interagem com moléculas intermediarias
reativas deoxigénio (ROS). Quando ROS se associam com o NO resultam na
formacdo de peroxinitrito, que contribui para o aumento do dano celular (Holmes;
Russell; Walley,2003; Schulte et al., 2013; Chaudhry et al., 2013; Liu et al., 2016).
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Figura 02: Subpopulacéo de células T CD4+ e principais citocinas produzidas
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Fonte: Machado et al 2004
Legenda: Subpopulacéo de células e citocinas produzidas durante a infeccéo.

Para controlar a resposta pro-inflamatéria, a producdo de uma série de
moléculas imunorregulatérias, conhecidas como citocinas anti-inflamatérias, sao
ativadas e funcionam como um inibidor especifico de citocinas pro-inflamatorias. Em
geral, tais citocinas protegem o hospedeiro da resposta inflamatéria sistémica
induzida por toxinas, mas deixa-o0 mais suscetivel a diversos tipos de infeccdes (Silva;
Velasco, 2007).

O desequilibrio entre fatores de defesa do hospedeiro e fatores deviruléncia da
bactéria, comum no ambiente hospitalar, em razdo da terapia invasiva e do uso de
antimicrobianos, pode propiciar o surgimento de um processo infeccioso. Seguida a
interacdo do microrganismo invasor e o hospedeiro, ha a ativagdo daresposta imune
inata envolvendo tanto componentes celulares quanto humorais (Villar et al.,2004).

A interacdo de lipopolissacarideos presentes em bactérias gram-negativas com
receptores TLR4 acoplados com o CD14, e de peptideoglicanos presentesem
bactérias gram-positivas com receptores TLR2, resulta na ativacao do sistema imune
inato, seguida da ativacao do fator de transcricdo NF-kB (Sriskandan; Altmann, 2008;
Texereau et al., 2005; Saturnino; Andrade; 2007; Leaver et al,2007; Gowin et al.,
2017).

O NF-kB ¢é um dos principais fatores de transcrigdo que modula a expressao de
mediadores imunoregulatérios envolvidos na resposta inflamatoria aguda,
estimulando a transcri¢do de citocinas pro-inflamatoérias, quimiocinas, moléculasde

adesdo, sintases de o0xido nitrico e componentes do sistema complemento (Silva;
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Velasco, 2007; Abraham, 2005). Quando produzidas em grandes quantidades na
sepse, essas citocinas pro-inflamatorias ativam fagocitos em todo o organismo,
culminando em uma inflamacéo sistémica (Silva; Velasco, 2007).

Para impedir danos de estresse oxidativo e do excesso de inflamacéo, e para
manter o equilibrio do sistema imune, ocorre a ativacao da transcricdo de genes com
funcéo citoprotetora (por exemplo, o HSP 70) e de genes anti-inflamatorios, queirdo
estimular uma reducdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias (Silva;
Velasco,2007).

A imunidade pode se dividir em dois tipos: a reposta inata em que participam
defensinas, fagocitos, a resposta toll-like e citocinas; e a imunidade adaptativa em
que participam linfdcitos T e B. A barreira mecénica, a imunidade celular e humoral
que sdo importantes para o organismo podem ser quebradas por sondas e cateteres
usados em métodos de diagndstico e terapéutico (Hessle et al., 2005; Mogensen et
al., 2006; Gowin et al., 2018). Além disso, o desenvolvimento clinico da infeccéo
sofre efeito também de fatores ambientais que incluem algumas caracteristicas da
superficie do cateter, formacdo de biofilme, trombose, composicdo do sangue e a

resposta imunoldgica (Shanks et al.,2006).

2.1.3 SUSCEPTIBILIDADE AS INFECCOES

A resposta imune do hospedeiro aos microrganismos funciona como uma rede de
interacdes com funcdes que frequentemente se sobrepdem, podendo muitas vezes haver
redundancia nos mecanismos para conter ou controlar a infeccdo. Por outro lado, a
especializacdo de certos mecanismos da resposta imune contra microrganismos pode ser
demonstrada em hospedeiros com imaturidade ou variabilidade genéticas ou adquiridos
de fungdes especificas do sistema imunoldgico, que ndo os tornam universalmente
suscetiveis a todas as classes de agentes infecciosos. O elo final da cadeia do processo
infeccioso € o novo hospedeiro suscetivel (Brouwer et al., 2009; Gowin et al., 2018;
Russo et al., 2019).

A suscetibilidade do hospedeiro depende de fatores genéticos, de imunidade
especifica adquirida e de outros fatores que alteram a habilidade individual de resistir a
infeccdo ou limitar a patogenicidade, como os fatores de viruléncia presente nos

microrganismos (Brouwer et al., 2009).
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A susceptibilidade a infeccbes bacterianas estd ligada ao estado de saude
(fisiologico e imunoldgico) do hospedeiro bem como a viruléncia bacteriana subjacente
(Peterson, 1996; Brouwer et al., 2009; Mesquita et al., 2010). A resisténcia do hospedeiro
a infeccbes é mantida pelo sistema imunitario integro assim como pelas linhas celulares
que intervém no processo de fagocitose (Peterson, 1996; Brouwer et al., 2009). Um
individuo podera tornar-se susceptivel a infec¢fes mediante situacdes de trauma (lesGes
da pele e mucosas, especialmente situacfes graves de queimaduras e feridas cirdrgicas
contaminadas), procedimentos invasivos (intubacdo traqueal e cateterizacdo sanguinea e
uretral) e no decurso de determinadas doencas (Peterson,1996; Brouwer et al., 2009). A
Sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) é um exemplo de susceptibilidade
devido ao facto dos linfocitos T auxiliares CD4+ serem destruidos pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Peterson, 1996). Outro exemplo, € o do envelhecimento
que implica um comprometimento progressivo dos sistemas de defesa, especificos e ndo
especificos (Peterson, 1996). As criangas também demonstram alguma vulnerabilidade a
determinados agentes patogénicos (Streptococcus B, por exemplo) visto que o seu sistema
imunitario ainda ndo se encontra completamente desenvolvido, pelo que a sua acao
protetora podera ndo ser suficientemente resistente face aos antigenos (Ag) bacterianos
(Peterson, 1996; Mesquita et al., 2010). Também existem variabilidade genéticas
(polimorfismo genético), no que diz respeito ao sistema do complemento ou das defesas
celulares tais como a incapacidade dos neutrofilos polimorfonucleares matarem as
bactérias, que tornam os individuos mais predispostos para infec¢des (Peterson, 1996).
Além disso, os pacientes que apresentam granulocitopenia na sequéncia de uma doenca
(cancro) ou terapéutica imunossupressora (quimioterapia direcionada para a doenca
oncoldgica ou para os transplantes de 6rgdos) (Peterson, 1996). Os doentes com fibrose
cistica também podem mais facilmente desenvolver infecgbes como resultado da
disfuncdo da atividade ciliar e da remocéo efetiva do muco (Peterson, 1996). As
obstrugdes urinarias também se mostram fatores predisponentes para a ocorréncia de
infeccOes urinarias com a bactéria Escherichia coli (Peterson, 1996).

Um exemplo da importancia da resposta a antigenos T independentes é a imunidade
humoral frente a polissacarideos bacterianos, um mecanismo decisivo na defesa do
hospedeiro contra infec¢des por bactérias encapsuladas. Por essa razdo, individuos com
deficiéncias congénitas ou adquiridas que prejudiqguem a resposta humoral s&o
especialmente suscetiveis a infec¢Bes, muitas vezes fatais, por bactérias encapsuladas
(Brouwer et al., 2009; Mesquita et al., 2010).
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2.2 VARIANTES GENETICA ASSOCIADA COM
SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO

Ao longo dos ultimos anos, tornou-se cada vez mais evidente que a variacao
genética individual € um componente essencial de respostas imunes em geral, que
contribui para suscetibilidade, evolucdo, e desfecho de doengas infecciosas e autoimunes,
além de cancer. Inumeros estudos revelaram a extensdo da variacdo genética humana
enguanto tentavam mapear seu papel em doencas multifatoriais e poligénicas.

Polimorfismo genético € a denominacgdo dada a coexisténcia de mais de uma forma
variante de um gene num dado locus, na frequéncia acima de 1-2%, na constituicéo
genética de uma populacdo (DE Nardin, 2009). Os mais comuns incluem segmentos
repetidos in tandem (nucleotideos de mini e microsatélites),
delecdes/insercBes/duplicacdes de segmentos pequenos ou grandes (variantes do nimero
de copias) e polimorfismos de nucleotideo Unico (Chorley et al., 2008).

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo sitios no genoma onde a sequéncia
de DNA de uma porcentagem de individuos da populacdo difere por uma Unica base (DE
Nardin, 2009). A base de dados de SNPs do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) lista mais de 11 milhdes de SNPs identificados na populacéo
humana, sendo que a maioria dos polimorfismos comuns tem pequeno impacto sobre a
salde humana. Porém, recentes evidéncias mostram que determinadas variantes podem
influenciar na suscetibilidade a doencas (Chorley et al., 2008). Dessa forma, nos Gltimos
anos, pesquisas envolvendo SNPs funcionais em genes de imunidade tém mostrado
associacdo entre a suscetibilidade a diversas doengas, incluindo-se as doencas infecciosas,
autoimunes e inflamatorias (inflamacdo crénica) (Dutra et al., 2009; Kubistova et al.,
2009; Gregersen; Olsson, 2009).

FatordeNecroseTumorala (TNFa)

O TNFa (fator de necrose tumorala) tem um papel importante na patogénese da
resposta inflamatoria aguda, e estudos mostram relacdo do alto nivel de TNFa com
agravidade da sepse (Holmes; Russell; Walley, 2003). Além de induzir a expressao
das moléculas de adesdo no endotélio vascular dentro das areas infectadas, o0 TNFa
também induz as células endoteliais a produzir moléculas como o fator ativador
plaquetario, que pode desencadear a coagulacdo do sangue e 0 bloqueio dos vasos

sanguineos locais. Isso restringe o extravasamento do plasma e impede 0s patdgenos
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de entrarem no sangue e disseminar a infeccdo pelo corpo. Porém nos casos em que
a infeccdo se dissemina no sangue, as proprias a¢cdes do TNFa que contém a infecgédo
local téo efetivamente podem tornar-se catastréficas (Parham,2001).

O TNFa produzido por mondcitos, macrofagos, neutréfilos, células endoteliais,
NK e linfécitos T, é a primeira citocina liberada em resposta a endotoxina, atingindo
niveis séricos maximos em uma a duas horas apos a infusdode LPS, podendo induzir
a liberacdo de IL1, IL6, IL8, IL10 (Figura 03), expressdo do receptorantagonista de
IL1 (IL1RN) e receptor soltuvel de TNF (TNFR soluvel) (Silva; Velasco,2007).

Figura 03: Citocinas ativadas apds a exposi¢do ao LPS bacterianos

Macrofago

Fonte: Do autor.

Legenda: Apbs duas horas de exposicdo ao LPS presente nas paredes bacterianas o sistema
imunoldgico dos hospedeiros chega ao pico maximo de producdo do TNFa, que induz a produgio de
IL1, IL6 e IL8. Essas citocinas induzem a producdo de IL10 que vai atuar anti o processo inflamatoério.

O loco génico do geneTNFa esta posicionado proximo ao TNFB. O SNP na

regido -308 parece possuir ter uma significancia funcional por afetar a regulacdo do
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TNFo em nivel transcricional (Malleo et al., 2007). Tal polimorfismo presente na
regido promotora consiste de um G (TNFa -308G) no alelo mais frequente e um A
(TNFa -308 A) no alelo incomum (multante), o que pode modificar sua expressdo
génica (Holmes; Russell; Walley, 2003). O alelo ATNFa -308, revisto por Malleoe
colaboradores (2007), é considerado como um potente ativador de transcricdo (o que
resulta em niveis elevados de TNFa), ¢ esta correlacionado com alta taxa de
morbidade e mortalidade em muitas doencas inflamatdrias e auto-imunes, e inclusive

em choque séptico.

Interleucinal (IL1)

A IL1 (um termo usado para uma familia de proteinas, incluindo IL-1a e IL-15)
(Dinarello et al., 2010) esta entre as citocinas mais estudadas na fisiopatologia da sepse.
Sdo citocinas pro-inflamatoérias poderosas que implicam em um grande ndmero de
doencas inflamatorias infecciosas e ndo infecciosas, incluindo a aterosclerose (Jawien,
2008), artrite reumatoide (Choy, 2012), osteoartrite (Kapoor et al., 2011) e Doenca de
Alzheimer (Perez; Ruiz, 2012). A IL1 comecar a ser liberada principalmente de
macrdfagos ativados de maneira oportuna semelhante ao TNFa, sinaliza através de dois
receptores distintos, denominados: Receptor de IL1 tipo | (IL1R1) e IL1R2, e tem
comparével efeitos a favor das células imunoldgicas (Dinarello et al., 1997; O’Neill
2008).

IL1 e TNFa atuam sinergicamente para induzir um estado de choque caracterizada
pela permeabilidade vascular, doenca pulmonar edema e hemorragia (Schute et al., 2013).
Importante, TNFa e IL1também foram identificados como mediadores fundamentais para
o desenvolvimento de febre e, portanto, pertencem a um grupo de citocinas pirogénicas
(Dinarello 2004).

AIL1B ¢ um membro dafamilia de citocinas interleucinal. Esta citocina é produzida
pormacrofagos ativados como uma proproteina, que éprocessado proteoliticamente em
sua forma ativa pela caspase-1. IL1f é um importante mediador da resposta inflamatoria,
e esta envolvido em uma variedade de atividades celulares, incluindoproliferagéo celular,
diferenciacdo e apoptose. O papel da IL1p na sepse ndo foi extensivamente estudado.
Mera e colaboradoresrelatatou que apds a medicdo simultdnea de 17citocinas durante 0s
primeiros sete dias apos a admissdo dedoentes com sépsis, a ILIJ exibiu aumentos
persistentes naaqueles que morreram (Mera et al., 2011), sugerindo que a IL1B pode ter

um papelna sepse.
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O papel de IL1 e TNFa na sepse foi demonstradoem varios relatos, incluindo tanto
modelos experimentaisde choque séptico em animais quanto em humanos com sepse. A
administracao de endotoxina bacteriana resulta na producéoe liberagcdo de IL1 ¢ TNFa na
circulacdo sistémica,onde os picos de concentragdo sdo detectados 60 a 90 minutos ap6s
a administracdo de LPS (Cannon et al., 1990; Hesse et al., 1988; Michie et al., 1988;
Suffredini et al., 1989). Uma vez liberadas, IL1 e TNFa atuam em diferentes células-alvo,
como macrofagos, endoteliais células e neutrdfilos. O TNFa leva a uma producédo
aumentada de macrdfagos (Fahlman et al., 1994), promove a ativacdo e diferenciacédo de
macrofagos (Witsell et al., 1992), e prolonga sua sobrevivéncia (Conte et al., 2006).
Todos estes efeitos aumentam o efeito pro-inflamatorio em respostas a sepse. A ILL e o
TNFa também aumentam a adesividade da integrinas nos neutrofilos e promove seu
extravasamento nos tecidos. Essas citocinas pro-inflamatérias foram identificados como
os principais mediadores da inflamacdo, induzindo a ativacdo da coagulacdo, com o
TNFa tendo uma potente acao reguladora sobre a expresséo endotelial de pro-coagulante
(Schoute et al., 2008). Além disso, IL1 e TNFa amplificam em cascatas inflamatérias em
uma forma autdcrina e parécrina ativando macréfagos para secretar outras citocinas pro-
inflamatdrias (IL6, IL8 e MIF), mediadores lipidicos e oxigénio e nitrogénioreativos

(Fong et al., 1989; Schute et al., 2013), levando a disfuncdo organica induzida por sepse.

Interleucina6 (1L6)

A IL6 é uma glicoproteina de 21kDa produzida por uma variedade de células,
especialmente macro6fagos, células dendriticas, linfécitos, células endoteliais, fibroblastos
e células musculares lisas em resposta a estimulagdo com LPS, IL1 e TNFa (Schulte et
al., 2013). Concentracdes elevadas de I1L6 sdo enocontradas em muitas condi¢Oes agudas,
como queimaduras, grandes cirurgias e sepse ocorre picos de IL6 subsequente as
concentragOes de TNFa e IL1. Os niveis plasmaticos de IL6 estdo estavelmente elevados
nestas condicdes e correlacionar com muitos indicadores de doenga gravidade, como
ensaios clinicos, estresse ap0s a cirurgia e trauma, a ocorréncia de falha de mdltiplos
Orgaos e choque séptico, e a mortalidade geral (Schulte et al., 2013)

A IL6 possui uma variedade de efeitos biologicos, incluindo a ativacdo dos
linfocitos B e T e do sistema de coagulacdo, e a modulacdo da hematopoiese (Schulte et
al., 2013; Liu et al., 2016). Em contraste a TNFa e IL1, a injecdo de IL6 por si s6 ndo

produzir um estado semelhante a sepse (Liu et al., 2016). Uma funcéo chave da IL6 é a
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inducdo de febre e a mediacdo da resposta de fase aguda, uma reacdo sistémica e um
estimulo que é caracterizado por febre, leucocitose e liberagdo de proteinas da fase aguda
hepéatica, como a proteina C-reativa, componentes do complemento, fibrinogénio e
ferritina estudos in vivo em camundongos com IL6 demonstraram que a delecéo do gene
IL6 diminui a inflamacdo pulmonar em um modelo de lesdo pulmonar aguda e protege
da mortalidade e do desenvolvimento de faléncia de 6rgdos em inflamagdo peritoneal
aguda (Schulte et al., 2013; Liu et al., 2016). Posteriormente, Pathan e colaboradores
mostraram que a IL6 causa diminuicdo da atividade miocardica na doenca meningocdécica
(Pathan et al., 2004). Disfuncdo miocardica em choque séptico leva a perfusao tissular
prejudicada, multiplo 6rgdos e leva a morte. Apesar de suas propriedades pro-
inflamatorias, a IL6 também foi relacionada a respostas anti-inflamatorias. A IL6 inibe a
liberacdo de TNFa e IL1 e aumenta os niveis circulatérios de mediadores anti-
inflamatorios, como como IL1Ra, TNFRs, 1L10, TGFg e cortisol (Chaudhry et al., 2013;
Schulte et al., 2013).

Um efeito protetor da IL6 foi mostrado em um experimento utilizando endotoxemia
(Yoshizawa et al., 1996; Xing et al., 1998), enquanto que modelos com delecdo do gene
IL6, ndo alteram a mortalidade em um modelo de sepse polimicrobiana induzida por
ligadura e perfuracédo cecal.

Variantes genéticas na regido promotora tém a funcado de regular a producéo de
IL6 circulante, podendo influenciar a atividade do gene IL6 in vivo (Barber et al.,
2006; Chaudhry et al., 2013;). Na regido promotora do gene IL6, encontrado no
cromossomo 7, hd um polimorfismo com mudanga de G para C na posi¢do —174
(Holmes; Russell; Walley, 2003; Muller-Steinhardt; Ebel; Hartel, 2007) e outro na
posicao -597 com mudanca de G para A (Muller-Steinhardt; Ebel; Hartel, 2007).

Tischendorf e colaboradores (2007) concluiram que o polimorfismo IL6 -174
A/G esté associado com choque séptico, sendo que o alelo C esté correlacionado
com baixos niveis séricos de IL6 em pacientes, e 0 inverso ocorre em ex-vivo depois
do estimulo com LPS. Ogenoétipo -174 GG foi associado a melhora na
sobrevivéncia de pacientes septicos. Entretanto o seu papel, em relacdo ao SIRS
(Sindrome de Resposta Inflamatoria Sistémica), sepse e choque séptico ainda nao
esta claro (Sutherland et al., 2005; Chaudhry et al., 2013;).

A interleucina 6 tem papel importante na sepse e causa a secre¢ao de proteinas
de fase aguda e ativacdo de células B. Os altos niveis de IL6 no plasma estdo

relacionados com choque séptico (Horner et al., 2007).
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Interleucinal0 (1L10)

A IL10 é uma citocina homodimérica de 35 kDa que é produzida por muitos tipos
de células do sistema imunoldgico, como mondcitos, macréfagos, linfocitos B e T e
células NK (Latifi et al., 2002). Varios estudos funcionais tém revelado as funcdes anti-
inflamatdrias da IL10. In vitro, a IL10 suprime a producdo de mediadores pro-
inflamatorios, como TNFa, IL1, IL6, IFNy e GM-CSF, em células imunes durante a sepse
(Malefyt et al., 1991; Fiorentino et al., 1991). Além disso, in vivo a IL10 estimula a
producédo de IL1Ra e TNFRs, neutralizando assim o efeito pro-inflamatério de IL1 e do
TNFa (Seitz et al., 1995; Schulte et al., 2013).

A IL10 é uma citocina supressora e tem a funcdo de inibir as respostas pro-
inflamatdrias da imunidade inata e adaptativa, bem comoprevine les6es teciduais causada
por respostas imunes adaptativas exacerbadas. Assim, a IL10 é muitas vezes descrita
como uma citocina central durante a fase de resolucdo de uma resposta inflamatoéria. No
entanto, por outro lado, patégenos evolutivamente exploraram as funcdes da IL10 de
reprimir a resposta inflamatéria normal do hospedeiro durante as infeccdes,
estabelecendo estados infecciosos crénicos. Por exemplo, o aumento da expressdo de
IL10 tem sido associado a muitas infecgdes bacterianas e virais cronicas; de fato, alguns
virus podem produzir IL10 para suprimir diretamente respostas do sistema imunolégico
do hospedeiro (Hazlett et al. 2014). Especificamente, a inducdo de IL10 em células
dendriticas (DCs) e macrdfagos representam um poderoso mecanismo de evasao imune
utilizado por vérios patdgenos. A prépria 1L10 ou a subsequente inducéo de células T
auxiliares prejudicam o controle do patégeno na infeccdo em modelos utilizando o
Mycobacterium tuberculosis (Hazlett et al. 2014).

Tem sido relatado que a IL10 é um dos fatores criticos na fisiopatologia da sepse
(Wu et al., 2009). MedicOes de citocinas séricas em pacientes com sepse, indicou que o
nivel de IL10 foi significativamente maior do que na auséncia de sepse (Surbatovic et al.,
2007; Rau et al., 2010). Os niveis aumentados de IL10 no soro foramcorrelacionados com
0 escore de sepse e morte. Um alto nivel de IL10 relacionado ao TNFa foi associada a
morte. Além disso, superproducdo persistente de IL10 € o principal fator de risco
paragravidade da sepse e desfecho fatal (Hazlett et al., 2014), sugerindo quepacientes com
sepse estdo em profunda imunossupressao.

A 1L10 diminui a producéo de IL1, IL6 e TNFa pelos mondcitos. Mudanga

nos niveis sericos de IL10 indicam mau prognostico em pacientes com SIRS
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(Holmes; Russell; Walley, 2003). Foram identificados trés SNPs na regiao
promotora, nas seguintes posic¢des: -1082 G/A, -819T/C e -592 A/C (Zhang et al.,
2005). Garnacho-montero e colaboradores mostraram que pacientes homozigotos
GG para o polimorfismo na regido -1082 apresentam uma maior concentracao
serica de IL10, enquanto que o alelo A do SNP da regido -1082 esta associado com
uma diminuic¢éo da producao de IL10 (Wattanathum et al., 2005).

Anélise do polimorfismo -1082A/G no promotor do gene da IL10 demonstrou que
0 gendtipo A/A foi associadocom menor producdo sérica de 1L10 quando estimulada por
LPS em células mononucleares do sanguede doadores saudaveis, e uma maior producao
sérica de IL10 foi identificada em pacientes com pelo menos uma copia doo alelo G de
IL10 -1082 com sepse (Chaudhry et al., 2013). Em comparacéo com controles saudaveis,
a frequéncia do alelo A foi maior em pacientes comsepse grave, enquanto 0s pacientes
sobreviventes tiverammenor frequéncia do alelo G. Houve uma associagédo entre aumento
da producdo de IL10 e mau resultado de sepse (Stanilova et al., 2006). Estes resultados
indicaram que o polimorfirmoalelo A do gene 1L10 -1082 esta relacionadosuscetibilidade
a sepse, enquanto o alelo G esta relacionadoao aumento da producdo de I1L10 e maior

mortalidade na sepse (Chaudhry et al., 2013).

2.3 AGENTES INFECCIOSOS

A ordemEnterobacteriales é o maior e mais heterogéneo grupo de bactérias Gram
negativas de importancia médica, sendo considerados 42 géneros e centenas de espécies
(Adeolu et al., 2016). Os membros dessa ordem, em sua maioria, sdo bacilos ndo
esporulados, ndo produtores da enzima citocromo oxidase, podendo apresentar
motilidade, fermentar glicose com ou sem producéo de gas e reduzir nitrato a nitrito. Os
microrganismos deste grupo crescem bem em meios basicos (caldo peptona), meios ricos
(Agar sangue, Agar chocolate) e em meios seletivos (Mac Conkey, EMB), sdo aer6bios
facultativos, ou seja, crescem bem em aerobiose e anaerobiose (ANVISA, 2010; Adeolu
et al., 2016).

As bactérias dessa odem estao distribuidas na natureza e podem ser encontradas em
plantas, solo, 4gua e microbiota normal do trato intestinal de animais e seres humanos.
Podem estar associadas com infecgbes na comunidade e nos hospitais, causada por
patdégenos oportunistas ou ndo. Muitas espécies sdo causadoras de infec¢des urinérias,
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intestinais, feridas cirdrgicas, abscessos, pneumonia, sepses e meningite (ANVISA, 2010;
Farmer 111, et al., 2007; Adeolu et al., 2016).

As enterobactérias constituem 80% das bactérias isoladas nos laboratorios de
microbiologia. Estas bactérias sdo responsaveis por, aproximadamente, 50% dos casos de
sepse, mais que 70% dos casos de infeccdo do trato urinario e uma porcentagem
significante de infeccdes intestinais (ANVISA, 2010; Farmer 111, et al., 2007; Adeolu et
al., 2016).

Essa ordem abriga os principais agentes etiologicos causadores de infeccdes
hospitalares, dentre eles a K. pneumoniae, sendo considerada um problema de Saude
Publica, devido a sua prevaléncia e alto grau de resisténcia antimicrobiana relacionado a
mortalidade (Hirsch EB, et al., 2010; ANVISA, 2017;Adeolu et al., 2016; CLSI, 2018;
EUCAST, 2018).

A K. pneumoniae (Figura 04) é um bastonete Gram negativo que apresenta uma
capsula de polissacarideo revestindo toda a superficie da célula, o que confere resisténcia
contra os efeitos do sistema complemento e contra a acdo de fagdcitos do hospedeiro.
Essa capsula juntamente com o lipopolissacarideo e a aderéncia mediada pelo pillus séo,
dentre outros, importantes fatores de viruléncia presente nos isolados de K. pneumoniae
(Russo et al., 2019). Este microrganismo ¢é anaerobio facultativo, utiliza o citrato como
fonte de carbono para o seu crescimento e apresenta producéo de gas, e de urease (O"Hara
et al., 2005). A bactéria K. pneumoniae é um importante patdgeno nosocomial, estando
frequentemente relacionada a mortalidade e morbidade em unidades de tratamento
intensivo, principalmente neonatais, provocando bacteremia e septicemia. Além disso,
pode sobreviver no ambiente e também, transitoriamente, nas maos de pessoas que
manipulam os pacientes (Ben-Hamouda, 2011; ANVISA, 2017). O tratamento de
infeccdes causadas por isolados de K. pneumoniaepode apresentar dificuldade devido a
possibilidade de aquisi¢do de resisténcia a agentes antimicrobianos, incluindo os de
amplo espectro, além da resisténcia intrinseca a ampicilina, amoxicilina, carbenicilina e
ticarcilina (ANVISA, 2017; Russo et al., 2019).
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Figura 04: Klebsiella pneumoniae em microscopia eletronica.
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Fonte:CDC / Science Source, 2019

Em pacientes hospitalizados pode ocorrer um aumento da prevaléncia da
colonizacdo para 77% em amostra de fezes e 19% na secrecdo de nasofaringe. Essa
colonizacdo pode ser fonte de infeccbes em individuos imunocomprometidos
hospitalizados. O trato urinario de criancas e adultos é o sitio mais acometido por
infeccbes causadas por K. pneumoniae, seguido por infecgdes pulmonares graves,
septicemias, além de meningites em lactentes. K. pneumoniae é responsavel por uma
variedade de infeccdes, tais como pneumonia, septicemia, infeccGes urinarias e
pulmonares, apresentando relevancia crescente nas infeccdes hospitalares, na condicao
de patdgeno oportunista, frequentemente causando infeccGes em pacientes
imunocomprometidos (Khaertynov et al., 2018; Russo et al., 2019).

Além disso, também, tem sido relatada causando abcessos hepaticos (Liu et al.,
2013; Moore et al., 2013), além de estar relacionada as pneumonias associadas a
ventilagdo mecénica (Jones et al., 2010) e também a infec¢Oes do trato urinario associadas
ao uso de cateteres (Frank et al., 2009). A utilizacdo cada vez mais generalizada de
antibidticos contribuiu para que K. pneumoniae com fenétipo de multidroga-resisténcia
fosse uma importante causa de infeccfes relacionadas a assisténcia a saude (IrAS) em
pacientes imunocomprometidos, sendo responsavel por aproximadamente 8% das
infeccdes hospitalares (Wilksch et al., 2011).

A capacidade K. pneumoniae para prosperar no ambiente e em diferentes locais do
corpo estd relacionada em grande parte, a sua capacidade intrinseca para regular a
expressao de varios fatores de viruléncia (Matatov et al., 1999; Sahly et al., 2000). K.

pneumoniae produz fatores de viruléncia que contribuem para patogénese bacteriana,
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incluindo as adesinas fimbriais, sideroforos, antigenos S e antigenos capsulares (Russo et
al., 2019; Ali et al., 2019). Os fatores de viruléncia que predominam em K. pneumoniae
sdo a producdo de capsula polissacaridica e as fimbrias (Xu et al., 2018; Russo et al.,
2019).

2.3.1 FATORES DE VIRULENCIA

A maioria das espécies bacterianas sdo patdgenos oportunistas, que infectam
principalmente individuos imunocomprometidos, que sofrem de doencas subjacentes
graves, sendo responsavel por alta taxa de mortalidade (Schembri et al., 2005; Xu et al.,
2018; Russo et al., 2019). Fatores como:lipopolissacarideos, sistemas de captacdo de
ferro, adesinas fimbriais e ndo fimbriais, producéao de biofilme e a capsula polissacaridica
sdo comumente associados com a viruléncia pelas bactérias (Figura 05) (Xu et al., 2018;
Russo et al., 2019; Ali et al., 2019).

Viruléncia é a capacidade patogénica de um microrganismo causar doenca/lesdo no
hospedeiro. Ja para alguns autores, a viruléncia vai bem mais além do que a simples
capacidade de causar doenca, ela esta diretamente relacionada com a mortalidade
produzida por aquele patégeno (Schembriet al., 2005, Wuet al., 2010). Apesar da
discordancia no conceito preciso do que venha ser a viruléncia, é de senso comum que 0
desfecho clinico de um paciente esta relacionado com sua condi¢do imunoldgica no
momento do contato com o patdgeno e com o0s possiveis fatores de viruléncia que esse
patdégeno apresenta (Schembri et al, 2005; Wu et al., 2010). Cada patégeno carreia
consigo sua patogenicidade natural e os fatores de viruléncia seriam propriedades que
aumentariam sua viruléncia (Figura 05) (Xu et al., 2018; Russo et al., 2019; Ali et al.,
2019).
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Figura 05: Fatores de viruléncia em cepas classicas e hipervirulentas
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Legenda: Fatores de viruléncia bem caracterizados em cepas classicas e hipervirulentas. Cepas de K.
pneumoniae (Kp). Existem quatro fatores de viruléncia bem caracterizados para K. pneumoniae patogénica:
capsula, LPS, fimbrias (tipo 1 e tipo 3), e siderdforos. Capsula é uma matriz polissacaridica extracelular
que envolve as bactérias. As cepas cléssicas de K. pneumoniae produzem uma cépsula que pode ser de
qualquer um dos serotipos K1 a K78; K1 e K2 estdo associados ao aumento da patogenicidade. Cepas de
alta tensdo formam uma hipercapsula que amplifica a produgdo de material capsular, resultando em uma
capsula relativamente maior, e sdo predominantemente do sorotipo K1, enquanto as demais cepas sdo do
sorotipo K2. LPS, uma parte integrante parede externa, é produzida por ambas cepas de K. pneumoniae
classicas. Ambos os tipos de K. pneumoniae apresentam adesinas de membrana, fimbrias tipo 1 e tipo 3, e

segregam sider6foros de eliminagéo de ferro.

CAPSULA POLISSACARIDICA (CPS)

A cépsula polissacaridica é frequentemente denominada de capsula, termo
empregado para descrever camadas polissacaridicas, restringindo-se a uma camada que
fica ligada a parede celular da bactéria como um revestimento externo de extensdo
limitada e estrutura definida (Figura 05 e 06) (Hsu et al., 2011; Brisse et al., 2013; Piperaki
et al., 2017). A CPS consiste numa camada de superficie elaborada por polissacaridios
associados, cuja composi¢do € muito dependente do organismo, podendo ser espessa ou

delgada, rigida ou flexivel de acordo com sua natureza quimica, associando-se de maneira
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compacta ou frouxa a parte externa da parede celular, onde o material capsular
frouxamente associado também pode ser chamado de glicocélice. No entanto, se as
camadas forem rigidas e organizadas em uma matriz compacta, que exclui particulas
como a tinta naquim, tal forma é referida como cépsula (Hsu et al., 2011; Brisse et al.,
2013; Piperaki et al., 2017). Quase todos os membros da ordemEnterobacteriales séo
capazes de produzir cdpsula e esta propriedade tem sido fortemente associada a
infeccBesextra-intestinais, tais como meningite, septicemia e infeccdes do trato urinario
(Sahly et al., 2008).

Figura 06: Estrutura bacteriana.

Fonte: PodschunAndUlImann, 1998
Legenda: Aseta indica a capsula polissacaridica presente em Klebsiellapneumoniea.

A Klebsiella pneumoniae frequentemente produz CPS e lipopolissacarideo (LPS,
ou antigeno O), sendo ambos importantes fatores de viruléncia. A grande maioria dos
isolados de K. pneumoniae expressa grande quantidade de CPS que cobre toda a
superficie da bactéria, resultando em um fendtipo mucoide caracteristico quando
cultivadas em placas de agar (Hsu et al., 2011; Brisse et al., 2013; Piperaki et al., 2017).
A CPS é um dos mecanismos de viruléncia mais importante e essencial para colonizacao
do trato urinario pela espécie K. pneumoniae (Campos et al., 2004; Regué et al., 2004;
Hsu et al., 2011; Brisse et al., 2013; Piperaki et al., 2017).

A CPS desempenha um papel critico na protecdo de isolados de K. pneumoniae
contra mecanismos de defesa do hospedeiro, principalmente, quando estas bactérias estao

presentes no sangue, ja que a cdpsula faz com que essas bactérias consigam escapar da
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fagocitose e de substancias bactericidas presentes no soro (Williams et al., 1983;
Podschun et al., 1992; Domenico et al., 1994; Schembri et al., 2005; Sahly et al., 2008).
A CPS inibe a ativacdo ou absorcdo dos componentes do sistema complemento
principalmente C3b, inibem também a diferenciacdo e a capacidade funcional dos
macrofagos in vitro (Podschun et al., 1992).

Os antigenos capsulares (K) podem ser classificados em 77 sorotipos. Dentre estes,
quatro sorotipos (K1, K2, K4 e K5) sdo considerados mais virulentos. Atualmente, os
sorotipos com antigeno capsular K1 e K2 sdo predominantemente detectadas entre os
isolados clinicos humanos (Podschun; Ullmann, 1998). Estudos tém mostrado que o
sorotipo capsular parece ndo influenciar na resisténcia a fagocitose, mas sim a quantidade
de CPS expressa (Pan et al., 2008; March et al., 2013).

A CPS impede a expressdo de B-defensinas das células epiteliais respiratorias
(Moranta et al., 2010), neutraliza atividade de peptideos antimicrobianos (Llobet et al.,
2008). Além disso, sugere-se que por dificultar a ligacdo e internalizagdo da bactéria, a
CPS induz uma resposta imunolégica defeituosa, inclusive a maturacdo das células
dentriticas e a producdo de citocinas pro-inflamatdrias Thl (Evrard et al., 2010). Alguns
estudos verificaram que a presenca de antibidticos como polimixina, ceftazidima e
ciprofloxacina podem estimular a producdo de CPS (Held et al., 1995; Campos et al.,
2004).

As bactérias encapsuladas escapam da fagocitose, pois a natureza quimica da
capsula parece impedir que as células fagociticas se fixem a bactéria (Hsu et al., 2011;
Brisse et al., 2013; Piperaki et al., 2017). Assim a perda da CPS pode resultar na perda
do poder de evaséo da fagocitose e em alguns casos da patogenicidade da bactéria. A CPS
possui receptores especificos que servem como sitios de ligacdo a outras superficies,
favorecendo a formacdo de biofilmes aderidos a diferentes superficies, assim como um
aumento do poder infectante de alguns tipos de bactérias. Por serem formadas por
macromoléculas muito hidratadas, servem como protecdo contra dessecacdo do meio,
podendo também constituir fonte de nutrientes (Hsu et al., 2011; Brisse et al., 2013;
Piperaki et al., 2017). Para a Escherichia coli uropatogénica, a CPS parece ser essencial
para formacédo de biofilme (Goller; Seed, 2010). Sendo assim, a capsula bacteriana tem
diversas funcgdes: protege a célula da desidratacdo e de materiais toxicos do ambiente
(ions de metais, radicais livres) e promove a concentracdo de nutrientes na superficie da
célula bacteriana devido a sua natureza polianidnica. Além disso, a capsula também pode

contribuir para aderéncia das bactérias as células e a superficies mucosas. Essa aderéncia
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€ necessaria para muitos microrganismos para o estabelecimento de infeccbes em

hospedeiros apropriados (Hsu et al., 2011; Brisse et al., 2013; Piperaki et al., 2017).

HIPERMUCOVISCOSIDASE

Algumas estirpes de K. pneumoniae possuem colénia mucoide de consisténcia
viscosa. 1sso pode ser atribuido a presenca da proteina RmpA, que é codificada por um
gene plasmidial denominado rmpA que controla positivamente a sintese do polissacarideo
capsular (Hsuet al., 2011; Jung et al., 2013). Isolados do sorotipo K1 apresentam uma
proteina especifica a esse sorotipo denominada de MagA, codificada pelo gene magA,
que confere um fendtipo de hipermucoviscosidade em isolados de K. pneumoniae
invasivas (Figura 05) (Huntet al., 2011).

FIMBRIAS

As fimbrias sdo estruturas similares aos flagelos, mas sem qualquer envolvimento
na motilidade, sendo consideravelmente mais curtas, medindo de 3 a 25 nm de didmetro
e de 10 a 20 um de comprimento, e mais numerosas que os flagelos (Figura 07). Elas
funcionam como organelas celulares para fixacdo as células e/ou superficies mucosas;
sendo frequentemente denominadas adesinas (Figura 05) (Koneman et al., 2002). Fortes
evidéncias sugerem que as fimbrias conferem capacidade de adesdo microbiana as
superficies, incluindo tecidos animais no casode algumas bactérias patogénicas ou a
formacéo de peliculas ou biofilmes em superficies abioticas (Struve et al., 2009; Brisse
et al., 2009). A adesdo microbiana aos tecidos hospedeiros € uma etapa extremamente
necessaria ao desenvolvimento da infeccdo (Tortora et al., 2012; Struve et al., 2009).
Nesta etapa as adesinas fimbriais se unem especificamente a receptores moleculares na
superficie das células, facilitando a aderéncia aos tecidos especificos do hospedeiro. As
adesinas podem estar localizadas no glicocalice do microrganismo ou em outras

estruturas como pili, fimbrias e flagelos (Klemm; Schembri, 2000).
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Figura 07- Fimbrias visualizadas por microscopia eletronica de varredura em isolados de

Klebsiella pneumoniae

Fonte: Martins et al., 2014
Legenda: a seta indica a fimbria em Klebsiellapneumoniae

Ja se sabe que a fixacgdo das bactérias aos cateteres € iniciada por adesinas, como as
fimbrias, presentes na superficie bacteriana contribuindo para formacéo de biofilmes
nestes dispositivos (Jacobsen et al., 2008). Muitas adesinas apresentam ligacdo do tipo
lectina a residuos de carboidratos terminais, como por exemplo a manose. A aderéncia de
bactérias entéricas a superficies mucosas, que é mediada por fimbria tipo 1, pode ser
inibida com a pré-incubacdo das bactérias com manose, onde esta liga-se a por¢do
terminal da adesina, bloqueando sua aderéncia; por essa razdo as fimbrias do tipo 1 séo
referidas como sensiveis a manose (Koneman et al., 2002; Brisse et al., 2009). K.
pneumoniae produz, principalmente, dois tipos de fimbrias, as do tipo 1 e do tipo 3 (Brisse
et al., 2009). Sdo estruturalmente e mecanicamente diferentes, estando essas diferencas
atreladas provavelmente as funcoes que desempenham (Chen et al., 2011). Essas fimbrias
sdo constituidas, principalmente, por monémeros de estrutura principal proteica, com
massa molecular média de 20 kDa e subunidades de adesinas, sendo as estruturas
monoméricas principais FimA e mrkA nas fimbrias do tipo 1 e 3, respectivamente, e as
subunidades de adesina principais fimH ou mrkD, podendo ser codificados por genes
cromossomicos e plasmidiais (Witkowska et al., 2005; Brisse et al., 2009).

As fimbrias do tipo 1 sdo manose-especificas, expressas em muitas espécies de
enterobactérias, enquanto que as do tipo 3 sdo especificas para o colageno IV e V, e

encontram-se presentes na maioria dos isolados de Klebsiella (Figura 05) (Witkowska et
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al., 2005; Brisse et al., 2009). Outros géneros, além de Klebsiella, também expressam
fimbrias do tipo 3 como Providencia, Proteus, Enterobactere Serratia (Struve et al.,
2009). As fimbrias do tipo 1, que sdo presentes em Klebsiella tem sido mais
extensivamente estudada em Escherichia coli, mas sabe-se que as estruturas fimbriais do
tipo 1 em K. pneumoniae sdo homologas as de E. coli em relacdo a composicao da
regulacéo génica (Witkowska et al., 2005; Struve et al., 2009). As fimbrias do tipo 1 séo
finas, rigidas, bastante comuns em espécies da familia Enterobacteriales, expressas por
diversas espécies desempenhando um papel importante na patogénese bacteriana
(Klemm; Schembri, 2000; Sahly et al., 2008; Brisse et al., 2009).

As fimbrias do tipo 1 exercem as suas propriedades adesivas em virtude da adesina
fimH, um componente menor localizado na ponta da fimbria. A adesina fimH reconhece
manose contendo glicoproteinas que estdo presentes em muitos tecidos do hospedeiro
mamifero, tais como a superficie do aparelho urinario. Isto permite que as bactérias se
fixem e eventualmente colonizem o uroepitélio (Mulvey, 1998). Dessa forma, as fimbrias
do tipo 1 desempenham um papel importante na infec¢do do trato urinario (ITU) causadas
por E. coli e K. pneumoniae (Sahly et al., 2008). Além disso, as fimbrias do tipo 1
promovem a adesdo e invasdo bacteriana e também a formacao de biofilmes, as quais sdo
caracteristicas intimamente associadas com a viruléncia bacteriana (Schembri et al.,
2005). Ambas as fimbrias do tipo 1 e 3 estdo expressas na formacdo do biofilme. No
entanto, segundo alguns autores, as fimbrias do tipo 3 contribuem fortemente para
formacdo de biofilmes (Schembri et al., 2005; Struve et al., 2009), ja as do tipo 1 ndo
(Schroll et al., 2010). As fimbrias do tipo 3 medem 2-4 nm de largura e 0,5-2 um de
comprimento, predominantemente compostas por uma proteina de subunidade grande
MrkA, além da adesina MrkD (Allen et al., 1991). Estas fimbrias do tipo 3 pertencem a
classe das fimbrias “usherchaperone” codificadas pelo cluster génico Mrk, o qual inclui
0 gene MrkA que codifica a subunidade principal fimbrial e o MrkD codifica a
adesinafimbrial responsavel pela aglutinacdo de eritrécitos pelo mecanismo manose
resistente (Struve et al., 2009).

As fimbrias do tipo 3 sdo capazes de mediar a ligacio de Klebsiella spp. A diversas
células humanas, tais como as endoteliais e epiteliais do trato respiratério e urinario
(Ornick et al.,1995; Tarkkanen et al., 1997; Sahly et al., 2008b; Struve et al., 2009). Esse
tipo de fimbria pode mediar a ligacéo ao tecido alvo utilizando a adesina MrkD que esta
associado com a proteina fimbrial MrkA. A formacédo de biofilmes in vitro por isolados
de K. pneumoniae foi influenciada pela producdo de fimbrias na superficie bacteriana,
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facilitando a formacdo do biofilme. No entanto, a proteina MrkD parece nao ser
necessaria para uma rapida e eficiente formac&o de biofilme, embora seja requerida para
adesdo as proteinas da matriz extracelular. O principal componente estrutural da fimbria
do tipo 3 (MrkA) é uma proteina hidrofobica, e sua hidrofobicidade pode facilitar as
interacdes bacterianas que conduzem a um crescimento eficiente como biofilme (Brisse
etal., 2009). O gene mrkD demonstrou mediar a adesao as estruturas de colageno (Struve
et al., 2009).

As fimbrias do tipo 3 parecem desempenhar duas fungdes importantes para a
bactéria, a de promover a interacdo com receptores especificos das células e tecidos do
hospedeiro e a de facilitar o crescimento da bactéria como biofilme (Langstraat et al.,
2001). A CPS e as fimbrias sdo proeminentes componentes estruturais da superficie
celular de K. pneumoniae e desempenham papéis importantes na sua sobrevivéncia e
patogenicidade. No entanto, alguns estudos relatam a interferéncia da CPS em outros
mecanismos de viruléncia como as fimbrias e formacdo de biofilmes. Isolados
encapsulados apresentam uma menor quantidade de adesinas, podendo ser a CPS
responsavel por uma inibicdo parcial da adesdo a células epiteliais, ja que as mesmas
parecem interagir de alguma forma nos estagios finais da montagem fimbrial, interferindo
na biossintese da adesina (Favre-Bonteet al., 1999). Esta relacdo também foi verificada
por outros autores, em que os isolados encapsulados aderiram mal a células epiteliais e
apresentaram menor poder de invasdo (Sahly et al., 2000), indicando que a funcéo das
fimbrias pode ser prejudicada devido a presenca da CPS. Adicionalmente, foi
demonstrado que a CPS interfere, mas ndo anula o funcionamento das fimbrias, pois ndo
afeta a quantidade de fimbria produzida. A presenca da CPS parece impedir que a fimbria
tipo 1 inicie a formacdo do biofilme, ja que a inibi¢do da sintese da capsula melhora o
funcionamento desta fimbria (Schembri et al., 2005).

No entanto, ha relatos conflitantes na literatura quanto a expresséo simultanea de
CPS e fimbrias por K. pneumoniae, onde numa investigacdo preliminar, foi relatado que
de 32 isolados encapsulados de K. pneumoniae provenientes de ITU, 29 foram capazes
de expressar fimbria do tipo 1 (Tarkkanen et al., 1992). Por outro lado, Matatov et al.
(1999) identificaram uma relacdo inversa entre capsula e a expressdao de um tipo de
fimbria. Eles examinaram um painel de isolados de K. pneumoniae derivados de sepses e
de ITU e mostraram que os isolados de sepse encapsulados ndo produziram as fimbrias

de tipo 1, enquanto que a maioria dos isolados de ITU que expressavam as fimbrias do
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tipo 1 ndo eram encapsulados. Esses dados indicam que os isolados encapsulados sdo

incapazes de expressar fimbrias funcionais (Brisse et al., 2009).

SISTEMA DE CAPTACAO DE FERRO

O crescimento de um dado microrganismo no tecido de seu hospedeiro é limitado
pelo sistema imunolégico do mesmo e pela quantidade de ferro disponivel ao
microrganismo (Brisseet al., 2009). Em ambientes anaerdbios, o ion ferroso (Fex) é
prevalente, e 0 mesmo é importando para entrar nas células bacterianas pelas porinas e
por sistemas de transporte do tipo ABC. Entretanto em condicGes aerobicas, o ferro é
encontrado na forma de ion férrico (Fe>) e a sua entrada na célula requer sistemas
especifico para a entrada do mesmo (Russo et al., 2011). No hospedeiro, o ferro livre
disponivel, fator indispensavel ao crescimento bacteriano, € baixo, pois geralmente
encontra-se ligados a proteinas intracelulares como a hemoglogina, ferritina ou ligadas a
proteinas extracelulares como a lactoferrina e transferrina (Podschun; Ullmann, 1998).
Para garantir o suprimento de ferro necessario, algumas bactérias secretam substancias
quelantes, denominadas de sideroforos, quesolubilizam o ferro e auxiliam na importacédo
deste ferro livre para a regido citoplasmatica do microrganismo (Brisse et al., 2009). Os
sideroforos apresentam uma afinidade 10 vezes maior aos ions férricos (Fe*) quando
comparada as transferrinas ou lactoferrinas (Stuchi et al., 2012). O ferro desempenha
papel crucial na regulacdo de alguns fatores de viruléncia, entre eles a producao de

biofilme.

2.3.2 MECANISMO DE RESISTENCIA

Apesar da existéncia de diversos mecanismos de acdo dos antimicrobianos, o0s
microrganismos podem desenvolver sofisticados mecanismos de resisténcia contra 0s
antibioticos. Os principais mecanismos de resisténcia relatados até a data sdo pela
exportacdo do antibidtico (bomba de efluxo); limitacdo do acesso intracelular da droga
através da membrana externa, pela impermeabilidade aos antimicrobianos associada a
perda de proteinas de membrana; degradacéo dos antibiéticos pela producgéo de enzimas
hidrolizadoras da droga, como a producdo de beta-lactamases e carbapenemases; e
protecdo dos alvos da droga, como por meio da alteracdo nas penicillin binding proteins
(PBPs) (Davin-Regli, et al; 2008; Masi, et al; 2017).

A alteracdo do sitio alvo onde atua determinado antimicrobiano, de modo a impedir

a ocorréncia de qualquer efeito inibitério ou bactericida, constitui um dos mais
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importantes mecanismos de resisténcia. As bactérias podem adquirir um gene que
codifica um novo produto resistente ao antibidtico, substituindo o alvo original.
Alternativamente, um gene recém-adquirido pode atuar para modificar um alvo,
tomando-o menos vulneravel a determinado antimicrobiano. Assim, um gene
transportado por plasmideo ou por transposon codifica uma enzima que inativa os alvos
ou altera a ligacdo dos antimicrobianos, como ocorre com a eritromicina e a clindamicina
(Munita; Arias, 2016; ANVISA, 2017).

Outro mecanismo de resisténcia muito frequente em bactérias Gram negativas ¢ a
perda de porinas, que sdo proteinas que formam canais de difusdo inespecifica, que
naturalmente permitem a passagem para 0 espaco periplasmatico e, em seguida, para o
interior da célula, de moléculas de nutrientes. S&o geralmente pequenas e hidrofilicas, e
muitas vezes permitem a passagem dos antibioticos (Nikaido; Vaara; 1985). A perda ou
a diminuicdo dessas proteinas faz com que menos antimicrobiano penetre na célula
bacteriana que, consequentemente, se torna resistente (Nikaido et al., 2003). A
permeabilidade limitada por perda de porinas é responsavel pela resisténcia intrinseca dos
Gram negativos a penicilina, eritromicina, clindamicina e vancomicina (Nikaido; Vaara;
1985; Nikaido et al., 2003).

Resisténcia mediada por bomba de efluxo tem sido encontrada em varias bactérias
multidroga-resistentes (MDR) (Nikaido et al., 2009). Nesse mecanismo hd uma
superexpressdo de um sistema de efluxo, responsavel pela reducdo no acimulo de
antibidticos no meio intracelular, por meio de proteinas especificas para a exportacdo de
substancias nocivas ao metabolismo celular, sendo um mecanismo eficiente para a
resisténcia a drogas (Nikaido et al., 2009; Masi, et al; 2017). O transporte de genes que
codifica este mecanismo de resisténcia pode ser realizado tanto por elementos genéticos
maoveis como por genes cromossomais e, podem ser responsaveis pela expressao de
resisténcia adquirida ou intrinseca (Coyne, et al; 2011).

Em bactérias Gram negativas, o sistema de efluxo tipicamente possui trés
componentes: uma bomba de efluxo, situada na membrana interna ou citoplasmatica; uma
proteina formadora do canal extrusor na membrana externa (OMP-
outermembraneprotein) e uma proteina de fusdo (MFP-membranefusion protein) que liga
estes dois componentes (Masi, et al; 2017). Esse sistema possui um amplo espectro,
expulsando da ceélula bacteriana substratos como antimicrobianos, anti-sépticos e
desinfetantes, desempenhando um importante papel na resisténcia intrinseca e adquirida

de varios patdgenos Gram negativos (Coyne, et al; 2011; Masi, et al; 2017).
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Outro mecanismo de resisténcia é a producé@o de enzimas que neutralizam a droga
ou seus efeitos antimicrobianos. Essas enzimas podem ser de natureza constitutiva,
quando produzidas independentemente da presenca do antibiotico, ou de natureza
induzivel, produzida quando determinados antibi6ticos entram em contato com a bacteria,
desencadeando ou estimulando a producéo da enzima que a protegerdo dos efeitos dos
antibioticos (Munita; Arias, 2016).

Apesar da possibilidade de atuagdo dos diversos mecanismos de resisténcia, a
producdo de enzimas inativadoras, como as beta-lactamases, vem se mostrando o
principal mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos (Oliveira; Silva, 2008; Munita;
Arias, 2016). O grau de resisténcia ira depender da quantidade de enzima produzida, da
habilidade dessa enzima em hidrolisar o antimicrobiano em questdo (poténcia) e da
velocidade com que o beta-lactamico penetra pela membrana externa da bactéria
(permeabilidade da membrana) (Alves, et al; 2004; Munita; Arias, 2016).

2.3.2.1 RESISTENCIA AOS BETA-LACTAMICOS

Os organismos produtores das beta-lactamases apresentam resisténcia aos
antibioticos beta-lactamicos. Isso se deve a similaridade estrutural entre esta enzima e o
alvo dos beta-lactamicos, as PBPs, 0 que permite a ligacdo e hidrolise do anel beta-
lactdmico, impossibilitando a sua atividade antimicrobiana, sendo esta a causa mais
frequente de resisténcia bacteriana a esse grupo de antibiéticos (Livermore; Brown, 2001;
Babic, Hujer; Bonomo, 2006; Munita; Arias, 2016).

Outra forma de resisténcia aos beta-lactdmicos é a alteracdo do sitio alvo do
antimicrobiano. Desta forma, o antimicrobiano ndo pode efetivar a ligacéo e realizar sua
atividade. Estas alteragfes diminuem a afinidade do antibidtico pelo sitio alvo e
ocasionam perda da atividade antimicrobiana. Apds a exposicdo aos antibidticos beta-
lactamicos, as bactérias podem sofrer alterac6es em suas PBPs de membrana, impedindo
a ligacdo do antibiotico, que degradam a parede celular, evitando a morte bacteriana
(Munita; Arias, 2016).

Além da resisténcia mediada por enzimas e pela alteracdo de sitio alvo, outra forma
de resisténcia aos beta-lactamicos é a auséncia ou expressao diminuida de proteinas de
membrana externa (OMP) em bactérias Gram negativas. A perda de OMPs restringe a
entrada de certos beta-lactamicos no espaco periplasmatico dessas bactérias e, portanto,

0 acesso as PBPs da membrana interna (Livermore; Brown, 2001; Munita; Arias, 2016).
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BETA-LACTAMASES

As beta-lactamases sdo uma familia relativamente complexa de enzimas as quais
apresentam grande diversidade de acordo com seus substratos de agdo no antibiético,
origem genética (cromossémica ou plasmidial), bem como, sua sensibilidade a compostos
inibidores destas enzimas como 4&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e é&cido
clavulanico (Chaubey, et al; 2010; Bush et al., 2010;Shaikh et al; 2014).

A producdo de beta-lactamases é 0 mecanismo de resisténcia mais importante em
bactérias Gram negativas. Os genes que codificam beta-lactamases podem estar
localizados no cromossomo bacteriano, em plasmidios, ou em transposons. O ambiente
genético do gene bla mostra se estas enzimas sdo produzidas constitutivamente ou sdo
induzidas. Além disso, um nimero crescente de genes de bla esta sendo identificado em
integrons (Weldhagenet al., 2004; Bush et al., 2010; Shaikh et al.; 2014).

A producéo de beta-lactamases € 0 mecanismo de resisténcia mais importante em
bactérias Gram negativas. J& foram descritas mais de 400 beta-lactamases foram relatadas
(BABIC et al., 2006; MUNCH et al., 2011).

Os genes que codificam beta-lactamases podem estar localizados no cromossomo
bacteriano, em plasmidios, ou em transposons. O ambiente genético do gene de uma beta-
lactamase (bla) mostra se estas enzimas sdo produzidas constitutivamente ou séo
induzidas. Além disso, um namero crescente de genes de bla esta sendo identificado em
integrons (BABIC et al., 2006; WELDHAGEN, 2004).

A classificacdo das beta-lactamases de Bush & Jacoby (2010), organizam estas
enzimas, em quatro grandes grupos, de acordo com suas preferéncias por substratos e
conforme o seu perfil de inibicdo (clavulanato e EDTA). Alguns tipos especificos de beta-
lactamases s&o mais comuns entre as Enterobacteriaceae. Entre elas destacam-se as beta-
lactamases do Grupol (AmpC) que sdo enzimas induziveis, ndo inibidas por EDTA e
acido clavulanico (BUSH; JACOBY, 2010). Outro grupo de enzimas importantes inclui
as beta-lactamases do Grupo 2b (TEM-1, TEM-2 e SHV-1), que sdo enzimas com um
amplo espectro de agdo contra antibidticos de Ultimas geracfes. Essas beta-lactamases
ndo sdo induziveis e sdo inibidas por acido clavulanico (BUSH; JACOBY, 2010;
HUOVINEN; JACOBY, 1991; OUELLETTE et al., 1987).

A classificacdo de Ambler é baseada na seqtiéncia génica das enzimas, definindo 4
classes moleculares designadas como A, B, C e D (AMBLER et al., 1991; HUOVINEN
et al., 1998; JAURIN; GRUNDSTRO, 1981). As enzimas A, C e D sdo serina beta-

lactamases, usam cataliticamente os residuos de serina para inativar os beta-lactamicos,
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por hidrolise do anel beta-lactamico (LAMOTTE-BRASSEUR et al., 1994). As beta-
lactamases de classe B sdo metaloenzimas, ou seja, utilizam zinco como co-fator para
quebrar o anel beta-lactamico.
Existe uma boa correlacdo entre a classificacdo fenotipica citada por Bush em 2010 e a
classificagdo molecular proposta por Ambler em 1991 (figura 08) (MUNCH et al., 2011;
ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

Figura 08: Sitio de acéo das enzimas beta-lactamases.
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Acdo das Beta-lactamases

Legenda: A seta verde indica o anel beta-lactamico.
Fonte: BABIC, 2006.

2.3.2.2 RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS

Os antibidticos carbapenémicos sdo bastante estaveis a acdo das beta-lactamases
AmpC e das beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). Entretanto, existe um grupo
diverso de beta-lactamases que atuam sobre os carbapenémicos, as carbapenemases
(Bush et al., 2010; Walsh, et al; 2011). A resisténcia a carbapenémicos em enterobactérias
foi relatada em todo o mundo e isso se deve, principalmente, a aquisicdo de genes
plasmidiais que codificam as enzimas carbapenemases (Queenan; Bush; 2007; Bush et
al., 2010).

Os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos em membros da ordem
Enterobacteriales incluem diminuicdo dos niveis de captagdo destes beta-lactamicos pela
perda ou diminuicao da expressédo de porinas, ocorréncia de expressao de beta-lactamases,
como as carbapenemases, além da expressao de bomba de efluxo, que contribuem para a

expulsdo do antibiotico da regido intracelular (Lee, et al; 2010; Munita; Arias, 2016).
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CARBAPENEMASES

As carbapenemases sdo conhecidas como a classe mais versatil de beta-lactamases,
devido ao seu vasto espectro de hidrélise de beta-lactamicos e de inibidores de beta-
lactamase (Nordmann; Poirel, 2002; Queenan; Bush, 2007; Meletis, 2015).

A enzima KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) é a serino-carbapenemase
de maior importancia médica. O primeiro relato dessa enzima foi, em 1996 no leste dos
Estados Unidos em um isolado de Klebsiella pneumoniae que portava o gene blakec-1
(Yigit et al.; 2001). Tempos depois foi identificada a variante KPC-2 descrita em K.
pnuemoniae (Moland et al.; 2003). Posteriormente 0 ressequenciamento da KPC-1
indicou que blakrc-1 € blakec-2 s@0 idénticas (Yigit et al.; 2008). Mutages do gene da
enzima KPC-2 tém resultado em novas variantes KPC e até o0 momento, trinta e duas
variantes diferentes de KPC (blaxpc-2 a blakpc-33) tém sido identificadas, diferenciadas
por uma ou duas substituicdes de aminoacidos (Banes et al.; 2017). Os blakpc-2 € blakpc-
3 S80 as variantes mais comuns identificadas em Enterobacteriaceae, depois de alguns
anos da descoberta do blakpc-2, ele se espalhou pelo mundo e causou surtos em muitos
paises asiaticos, norte-americanos e paises europeus, bem como na Africa. Os produtores
de KPC evoluiram para ser um fB-lactdmico multirresistentes, limitando assim as opc¢des
terapéuticas para o tratamento de infeccbes em pacientes relacionadas com a KPC
(Codjoe; Doncor, 2017).

O nivel de resisténcia dos produtores de KPC aos carbapenémicos pode variar
acentuadamente, no entanto, o ertapenem €é o carbapenémico que possui menor atividade
antimicrobiana (Nordmann et al; 2009; Navon-Venezia et al; 2009). Produtores de KPC
sdo geralmente multirresistentes e as opcOes terapéuticas para o tratamento de infeccdes
por KPC continuam limitadas, por isso, as taxas de mortalidade atribuidas a infec¢fes por
produtores de KPC sdo altas (Codjoe; Doncor, 2017).

O surgimento da KPC e a ocorréncia em varios microrganismos limitam
severamente as opcOes terapéuticas, resultando no uso de combinagcbes de agentes
antimicrobianos na tentativa de obter sinergismo entre os fArmacos que sozinhos seriam
ineficazes. Outra alternava é retomar o uso de antibidticos antigos, como a polimixina.
No entanto, a terapia antimicrobiana adequada para o tratamento de infec¢Oes causadas
por microrganismos produtores de KPC continua incerta (Hirsch; Tam, 2010). Estratégias
para prevencdo e terapia incluem medidas de controle de infec¢des e modificacdes no uso
de antimicrobianos. A co-resisténcia com outros antimicrobianos, como 0S

aminoglicosideos, limita ainda mais as opcdes terapéuticas indicando a necessidade do
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desenvolvimento de novos e mais potentes agentes antimicrobianos com novos
mecanismos de acdo (Hirsch; Tam, 2010; ANVISA, 2017; CLSI, 2018).
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3. JUSTIFICATIVA

As infeccgdes bacterianas constituem uma das principais causas de mortalidade em
pacientes criticos, internados nas unidades hospitalares. O aumento da incidéncia e o
aparecimento de mecanismos de viruléncia, por parte dos microrganismos, tem sido
relacionado ao incremento da resisténcia desses microrganismos aos antibidticos de largo
espectro, 0 que representa um grande risco a saude dos pacientes hospitalizados. Sabe-se
que o desfecho clinico de um paciente esta relacionado com sua condi¢do imunoldgica
no momento do contato com o patdégeno e com os possiveis fatores de viruléncia que esse
patdgeno apresenta. E relevante identificar esses fatores para a compreensio do processo
infeccioso do microrganismo, bem como marcadores genéticos nos pacientes infectados

que favorecem a susceptibilidade do hospedeiro aos processos infecciosos.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a presenca de polimorfismos nos genes que estdo mais frequentemente
relacionados com a susceptibilidade dos pacientes a desenvolverem infeccoes

bacterianas, bem como relaciona-los a fatores de viruléncia presentes nos patdgenos;

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Determinar a frequéncia dos genotipos da regido promotora dos genes TNFa, IL1p,
IL6 e IL10 em pacientes hospitalizados com infeccdo no sangue;

2. Verificar se existe associacdo entre os polimorfismos dos genes TNFa, IL1pB, IL6 ¢
IL10 e o risco ao desenvolvimento de infecgdo por bactérias virulentas;

3. Caracterizar geneticamente os isolados bacterianos obtidos de hemocultura de
pacientes hospitalizados com suspeita de infeccdo, quanto aos mecanismos de
resisténcia e viruléncia exibidos;

4.  Investigar quais fatores de viruléncia estdo contribuindo para a resisténcia
bacteriana dos isolados que infectam os pacientes;

5. Investigar a relagéo entre os polimorfismos dos genes TNFa, IL1pB, IL6 e IL10 com

os fatores de viruléncia bacteriano.
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S. MATERIAL E METODOS

5.1 TIPO DE ESTUDO

Este trabalho consiste em um estudo epidemioldgico observacional, do tipo

analitico-transversal.

5.2 ASPECTOS ETICOS

Os aspectos éticos estdo de acordo com a Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, onde foram respeitados 0s principios bioéticos. O projeto foi
submetido & Plataforma Brasil, para a apreciacdo do Comité de Etica do Complexo
Hospitalar  Oswaldo  Cruz/ PROCAPE, sendo aprovado - (CAAE
53611616.1.0000.5192). Todos os pacientes ou responsaveis, de ambos 0s segmentos,
foram orientados sobre a proposta de estudo e foram informados de todos os critérios para
a inclusdo no projeto e armazenamento das amostras bioldgicas para possiveis pesquisas
futuras, além disso, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
ApéndiceA. Apenas ap6s o consentimento do paciente ou responsavel, a coleta foi

realizada e o material foi armazenado.

5.3 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC),
localizado na cidade do Recife em Pernambuco-PE. Nos Laboratérios de Biologia
Molecular do Centro de Oncohematologia Pediatrica e no Laboratério de Resisténcia

Bacteriana.

5.4. POPULACAO DO ESTUDO

O grupo estudado trata-se uma amostra de conveniéncia, coletada no periodo de
janeiro de 2017 a dezembro de 2018, composto de 100 pacientes de 0 a 28 anos de idades
e de ambos os sexos, encaminhados sobre demanda esponténea para investigacéo clinica
e laboratorial para a presenca de infeccdo bacteriana na corrente sanguinea, atendidos no
laboratdrio de bacteriologia do HUOC-UPE com suspeita de sepse e encaminhados para
realizacdo do teste de hemocultura. Para os controles do estudo, foram utilizadas 200
amostras de pacientes de 0 a 28 anos de idades e de ambos 0s sexos, que apresentarem
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resultado negativo para hemocultura. A pesquisa nao acarreta risco adicional ao paciente,
além do empregado no momento da realizacdo do exame, uma vez que nao foram

necessarias novas coletas de material bioldgico.

5.4.1 Critérios de Incluséo

Os pacientes incluidos foram de todas as idades, inclusive recém-nascidos (RN)
internados em qualquer setor do Hospital Universitario Oswaldo Cruz com mais de uma
hemocultura positiva para a mesma espécie bacteriana, coletadas com pelo menos 6 horas

de diferenca, e pacientes que ndo utilizem drogas imunossupressoras.

5.4.2 Critérios de Exclusdo

Foram excluidos pacientes de todas as idades, inclusive recém-nascidos (RN)
internados em qualquer setor do Hospital Universitario Oswaldo Cruz com apenas uma
hemocultura positiva, pacientes que utilizem drogas imunossupressoras ou apresentem
HIV.

5.4.3 Coleta de Dados

Os dados clinicos e bioldgicos foram coletados através de consulta ao prontuario
dos pacientes e dos livros de registro do setor da Bacteriologia. A principio, as variaveis
analisadas foram:espécie bacteriana isolada e antibioticoterapia. Estas variaveis foram
registradas utilizando o software “Excel” para cadastro. As amostras de sangue e os
isolados bacterianos foram obtidas a partir da demanda espontanea para investigacao

clinica e laboratorial da presenca de infec¢éo bacteriana na corrente sanguinea.

5.4.4 Coleta de Material Bioldgico - HUMANO

A coleta do material biolégico humano (sangue periférico) foi diretamente dos
tubos de hemocultura, previamente solicitados pelos médicos dos diversos setores do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC), a fim de se evitar uma nova coleta
invasiva ao paciente. Esses tubos de hemocultura (BACT/ALERT®FA Plus) apresentam
30mL de uma solucdo contendo: TSB (Caldo Soja Tripticaseina) enriquecido com
peptona, BHI (Brain Heart Infusion), carvao ativado e sangue ou SBF (Soro Bovino Fetal)
em sua composicao e sao capazes de mudar de coloragdo em culturas positivas, por causa
das alteragdes de pH devido ao aumento do CO», que é produzido por microrganismos.

Nesse meio de cultura sdo adicionados 10mL do sangue do paciente somando um volume
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final de 40mL de meio de cultura/sangue, que sdo armazenados por 72 horas a 36,5° C
em estufa bacterioldgica para serem analisados.

O DNA utilizado nas analises moleculares foi extraido segundo o método proposto
por Fredricks e Relmanem 1998, utilizando Cloridrato de Guanidina 5M, que usa o sague
direto dos tubos de hemocultura. O material obtido foi armazenado em freezer a -20°C

até as analises.

5.4.5 Coleta de Material Bioldgico - BACTERIANO

A coleta do material biol6gico bacteriano foi a partir dos resultados obtidos nas
andlises das culturas em placas de Petri das hemoculturas, no Laboratério de
Bacteriologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC), previamente solicitados
pelo médico dos diversos setores do HUOC. Foram coletadas coldnias puras e isoladas
em meio de cultura sélida nos diversos tipos de meio (Teague, MacConkey e
Cromogenico). As bactérias isoladas foram identificadas utilizando técnicas
automatizadas (Vitek I1- Biomerierux) e a confirmagdo dos mecanismos de resisténcia foi
realizada atraves de testes fenotipicos (Teste de Hodge modificado e Teste de ESBL em
placa) e moleculares (PCR convencional). Esse material foi mantido em criconservagao
em freezer -80°C, em uma solucdo V/V de caldo Mueller Hinton e glicerol a 30%, no
Laboratdrio de Resisténcia Microbiana até o uso.

O DNA bacteriano foi obtido utilizando o reagente BRAZOL® e seguindo

orientacOes do fabricante, o material extraido foi armazenado em freezer -20°C até o uso.

5.4.5.1 Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

A determinacdo da susceptibilidade aos principais grupos de agentes
antimicrobianos considerados para cada espécie foi realizada pelo método de
automatizado em equipamento VITEK 2 Compact (BioMerieux), seguindo os critérios
do BrCast 2018. Foram testados os antibidticos: amicacina, ampicilina, cefalotina,
cefoxitima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, aztreonam, ciprofloxacina, ertapenem,
gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina/tazobactam, tigeciclina e colistina
(Tabela 01). Para Gram positivos, foram testados penicilina, oxacilina, eritromicina,
gentamicina, linezolida, teicoplanina, vancomicina, clindamicina, ciprofloxacina,

moxifloxacina e sulfa/trimetroprim (Tabela 02).
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Tabela 01: Concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos para
Enterobacterias

Classe Antibidtico Sigla Concentragdo
(ng/ml)
Penicilina Ampicilina AMP >32
Combinagio de f- Piperacilina/tazobactam PPT >128/4
lactamicos Ampicilina/Sulbactam APS >32/16
Cefepima CEF >16
Ceftriaxona CEFT >4
Cefalosporinas |, Cefoxitina CFO >32
I, e v Ceftazidima, CzZD >16
Cefotaxima CTX >
Cefuroxima CFU >32
Monobactamico Aztreonam AZT >16
Ertapenem ERT >2
Carbapenémicos Imipenem IMI >4
Meropenem MER >4
Quinolona Ciprofloxacina CIP >4
Gentamicina GEN >16
Aminoglicosideo o
Amicacina AMI >64
Tetraciclina Tigeciclina TIG >16

Fonte: BrCast 2018

Tabela 02: Concentragdo inibitéria minima dos antimicrobianos para Gram

positivos
Classe Antibiotico Sigla Concentragao
(Hg/ml)
Ciprofloxacina CIpP >4
Fluoroquinolona
Moxifloxacina MOX >2
Aminoglicosideo Gentamicina GEN >16
Oxacilina OXA >0.5
Penicilina
Penicilina PEN >0.25

50



Eritromicina ERI >4

Lincosamida Clindamicina CLI >4
Oxazolidinona Linezolida, LIN >8
Teicoplanina, TEI >32
Glicopepitideo
Vancomicina VAN >16
Antagonista do folato Sulfa/Trimetroprim SULT >4/76

Fonte: BrCast 2018

5.4.5.2. Determinacdo da Sequéncia-Tipo dos Isolados (ST)

A definicdo do perfil alélico e a determinacgdo da sequéncia tipo (ST) dos isolados
de K. pneumoniae foram realizadas através da analise de fragmentos internos de genes de
expressao constitutiva como descrito por protocolos do Instituto Pasteur, disponiveis em
(http://www.pasteur.fr/mist), pela técnica de MLST (MultiLocusSequenceTyping). Os
genes que foram analisados para todos os isolados de K. pneumoniaesdo: rpoB, mdh,
phoE, infB, tonB, gapA e pgi (Tabela 03). Os experimentos foram realizados através de
PCR com primers e condicGes especificas e foram utilizados 100ng de DNA em cada
tubo de reacdo. O produto obtido na PCR foi sequenciado e posteriormente, as sequencias
nucleotidicas foram submetidas a analise comparativa no banco de dados do Institute
Pasteur (Diancourt et al. 2005).

Tabela 03 - Genes de expresséo constitutiva de K. pneumoniae

MLST
Primers Alvo Alelos Condicdes
Depositados
Inf B Fator 2 de Inicio de Traducédo 84
Ton B Transdutor de Energia Periplasmatica 226 1 ciclo de 10
Pho E  Fosfoporina E 178 min a 94°C; 30
Pgi Fosfoglucoselsomerase 107 ciclos de 1 min
Gap A Gliceraldeido-3-Fosfato 91 a92°C, 1 mina
Desidrogenase 50°C, 30 seg a
Mdh  Malato Desidrogenase 117 72°C; 1ciclo
Rpo B  Beta-Subunidades da RNA-polimerase 88 de 5mina

72°C

5.5 DETERMINACAO DOS POLIMORFISMOS GENETICOS
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A identificacdo de polimorfismos do gene TNFa, IL1p, IL6 ¢ IL10 foram realizadas

pela técnica de PCR-RFLP, utilizando primers e condicGes especificas para cada gene

(Tabela 04).
Tabela 04: Oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo dos genes humano
) Fragmento . o
Primers Sequéncia de Nucleotideos (5’ 3°) b Alvo Condicbes PCR Referéncia
p
1 ciclo de 3 min a 94°C; 30
TNFo-F AGG CAATAGGTTTTG AGG GC . . .
ciclosde 1 mina93°C, 1 min Cabrera et
143 TNFa . _
ab55°C,1mina72°C; 1ciclo al., 1995
TNFo-R TCCTCCCTGCTCCGATTCCG i
de5mina72°C
IL1-F GTTTAGGAATCTTCCCACTT 1 ciclo de 1 min a 95°C; 35
- Hurme and
305 IL-1p ciclos de 1 MIN a 95°C, 30 ]
IL1-R TGGCATTGATCTGGTTCATC . Santtila,
seg a 56°C, 1 mina 72°C;
] ) . 1998
IL6-F TTG TCA AGA CAT GCC AAA GTG Imin, 7 mina 72°C
1 ciclo de 2 min a 94°C; 30
289 -6 Ciclos de 45 sega94°C,30  Lima Janior
IL6-R TCA GAC ATC TCC AGT CCT ATA )
sega52°C,1mina72°C;1 etal, 2016
ciclo de 10 mina 72°C
IL10 G CCT ATCCCT ACT TCC CCT 285 i i oC: .
1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 Hladnik
IL-10 ciclos de 1 mina 94°C, 1 min
IL10 A CTTCTTCCACCCCATCT 206 ] ) et al.
(1082) a55°C,5mina72°C; 1 ciclo
; - o 2002
IL10 GENERICO CCT ATC CCT ACT TCC CCC 490 de 8 mina 72°C

DETERMINACAO DO POLIMORFISMO TNF« -308G/A
A genotipagem foi realizada pelo métodoPCR-RFLP. As reacGes de amplificacéo

foram realizadas como descrito a seguir.

Quadro 01: PCR do TNFa

TNFa -308G/A

Material Volume Sequéncia do primer Referéncia

DNA (50 - 150 ng/pl) 1,5uL

NucleaseFreeWater 5uL

Master Mix® (2X)
4uL

(Promega®)

Primer Cabreraetal.,
0,5uL 5' - AGGCAATAGGTTITGAGGGCCAT - 3'

Forward(10pMol/uL) 1995
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Cabrera et al.,

PrimerReverse(10pMol/uL) 0,5uL 5'-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG -3 1995

TOTAL 14uL

As reaces foram realizadas no termo ciclador Mastercycler Gradient (Veriti®) com
as seguintes condicGes de ciclagem: desnaturagéo inicial do DNA por 3 minutos a 94°C,
seguida de 30 ciclos compostos de desnaturacdo do DNA a 93°C por 1 minuto,
pareamento de primer a 55°C por 1 minuto e uma fase de extensdo do DNA por 1 minuto
a 72°C. A extenséo final foi realizada a 72°C por 5 minutos. A amplificagdo gerou produto
com 107pb, o qual foi submetido ao RFLP.

A digestao enzimatica foi realizada de acordo com o seguinte protocolo.

Quadro 02: Digestdo enzimatica do TNFa

) Condicdes da
Material Volume ]
digestao

H20dd 2,7uL
Tampao 10X luL
BSA (BovineSerumAlbumin) 100 pg/ml 0,2uL y o

i _ Incubacéo overnight a
EnzimaNcol ® New England Biolabs (10.000 | 0,1uL 37°C
U/mL) (C{CATG1G '
Produto amplificado 6uL
TOTAL 10uL
Observagao: Isosquizémeros de Ncol: Bsp 191

O produto da digestdo foi aplicado em gel de agarose a 3%, corado com brometo
de etidio a 10mg/mL, e submetido a uma corrente elétrica de 200 Volts, 400mA, por 30
minutos, seguida de visualizacdo em transiluminador de luz ultravioleta (Ultralum) e
fotografia do gel com camera digital.

A genotipagem foi realizada como descrito a seguir.

Quadro 03: Genotipos do TNFa

Alelo Fragmentos esperados
Sem digestdo 107pb
TNF GG 20pb + 87pb
Com digestao TNF AA 107pb
TNF GA 107pb +87pb + 20pb
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DETERMINACAO DO POLIMORFISMO ILIg -511C/T

A genotipagem foi realizada pelo métodoPCR-RFLP. As reac6es de amplificacao
foram realizadas como descrito a seguir.
Quadro 04: PCR do IL1p

IL1B (-511) CIT

Material Volume | Sequéncia do primer Referéncia
DNA (50 - 150 ng/ul) 3,0uL
NucleaseFreeWater 2,5uL
Master Mix® (2X)
6,25uL
(Promega®)
Hurme and
. 5 - GTTTAGGAATCTTCCCACTT - .
Primer Forward(10pMol/uL) 1,0uL . Santtila,
1998
Hurme and
) 5' - TGGCATTGATCTGGTTCATC - )
PrimerReverse(10pMol/uL) 1,0uL . Santtila,
1998
TOTAL 13,75uL

As reacdes foram realizadas no termociclador Veritithermocicle com as seguintes
condicdes de ciclagem: desnaturacdo inicial do DNA por 5 minutos a 95°C, seguida de
35 ciclos compostos de desnaturacdo do DNA a 95°C por 1 minuto, pareamento de primer
a 56°C por 1 minuto e uma fase de extensdo do DNA por 1 minuto a 72°C. A extenséo
final foi realizada a 72°C por 7 minutos. A amplificacdo gerou produto com 305pb, o qual
foi submetido ao RFLP.

A digestdo enzimatica foi realizada de acordo com o seguinte protocolo.

Quadro 05: Digestdo enzimatica do IL1f

Material Volume Condiges da
digestéo

H-0dd 2,7uL

Tampéo 10X luL

BSA (BovineSerumAlbumin) 100 pg/ml 0,2uL

Enzima Aval (Eco88l) 0,luL Incubagdo overnight
5.CY C G R G.¥%» a37°C.
.6 R G C ¥tC...»

Produto amplificado 6uL

TOTAL 10uL

Observacdo: Isosquizémeros de Aval: Ama871, Aval, BmeT110l, BsiHKCI, BsoBIm)
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O produto da digestao foi aplicado em gel de agarose a 3%, corado com brometo

de etidio a 10mg/mL, e submetido a uma corrente elétrica de 200 Volts, 400mA, por 30

minutos, seguida de visualizacdo em transiluminador de luz ultravioleta (Ultralum) e

fotografia do gel com camera digital.

A genotipagem foi realizada da seguinte maneira.

Quadro 06: Genétipos da IL1f

Alelo Fragmentos esperados
Sem digestao 305pb

IL1B CC 190pb + 115pb
Com digestao ILIBTT 305pb

ILB TC 305pb+190pb + 115pb

DETERMINACAO DO POLIMORFISMOIL6 -174G/C

A genotipagem foi realizada pela PCR-RFLP. Os pares de sequéncias dos primers

utilizados para as amplificacGes e as respectivas referéncias estdo descritos na Tabela 04.
Quadro 07: PCR de IL6

IL6 (-174) G/C

Material Volume Sequéncia do primer Referéncia

DNA (50 - 150 ng/pl) 3,0uL

NucleaseFreeWater 2,5uL

Master Mix® (2X)

(Promega®) 6,234l

Primer Forward(10pMol/uL) | 1,0uL 5-TTG TCA AGA CAT GCC AAAGTG- 3 Lima Janior et al., 2016
PrimerReverse(10pMol/uL) 1,0uL 5 -TCA GAC ATC TCC AGT CCT ATA-3 Lima Janior et al., 2016
TOTAL 13,75uL

As reacdes de amplificacdes tiveram volume final de 10 pl, contendo 1 pl de DNA
molde (50-100 ng/ul,), 0,5ul de primer foward (IDT®) (10pmoles), 0,5 pl de primer

reverse (IDT®) (10pmoles), 4 pl de agua livre de nuclease (Promega®) e 4 pl de GoTag®

Green Master Mix, 2X (Promega ®). A reacdo foi realizada no termociclador

Mastercycler Gradient(Veritif®) com as seguintes condi¢des de ciclagem: 94 °C por 2

minutos para desnaturacdo inicial do DNA, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 20

segundos para desnaturacdo do DNA, 58°C por 30 segundos para pareamento do primer,
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e 72 °C durante 30 segundos para extensdo do DNA. Apos o término dos 35 ciclos, a
amplificagéo foi finalizada com uma extenséo a 72°C durante 2 minutos.

Os produtos de PCR de 289pb foram analisados atraves de eletroforese em gel de
agarose a 2% e tampdo TBE 1X, corado com brometo de etideo (5 pg ml™?). Apds a
aplicacdo das amostras no gel, este foi submetido a uma corrente elétrica de 200 Volts,
400 mA, por 30 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados em
transiluminador-UV e fotografado com camera digital.

Para a etapa de digestdo enzimatica, foram utilizados 5 pl do amplificado, 2ul de
tampdo 10X Buffer G (ThermoScientific®), 0,1 pl da enzima Nla III (5 u/pl)
(ThermoScientific®) e 2,9ul de &gua livre de nuclease (Promega®), totalizando 10 ul da
reacdo. A reacdo foi incubada a 37°C por 4 horas. Os produtos da digestdo foram
analisados atraves de eletroforese em gel de agarose a 4% e tampdo TBE 1X, corado com
brometo de etideo (5 ug ml). Apos a aplicacdo das amostras no gel, este foi submetido a
uma corrente elétrica de 200 Volts, 400 mA, por 45 minutos. Os produtos da digest&o
enzimaética foram visualizados em transluminador-UV e fotografado com camera digital.

Quadro 08: Digestdo enzimatica do IL6

Material Volume Condic6es da digestao
H20dd 2,7uL
Tampdo 10X 1uL
BSA (BovineSerumAlbumin) 100 pg/ml 0,2uL Incubagdo overnight a
Enzima HINII 0,1uL 37°C.
Produto amplificado 6uL
TOTAL 10uL
Observacdo: Isosquizémeros de HINII: HSP92I1, Nlalll

Apbs o processo de digestdo enzimatica, a genotipagem ¢ feita da seguinte forma.
Quadro 09: Genotipos do IL6

Alelo Fragmentos esperados
Sem digestdo 289pb
IL6 GG 233pb + 56pb
Com digestao IL6 CC 123pb+56pb
IL6 GC 233pb+123pb + 111pb+56pb+12pb
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DETERMINACAO DO POLIMORFISMO DO GENE IL10 -1082G/A (hapl6tipo

ACC)

A amplificacéo foi realizada pelo métodoPCR-ASA - Alelo Especifico. As reagdes

de amplificacdo foram realizadas da seguinte maneira:
Quadro 10: PCR da IL10

HAPLOTIPO - IL10-1082A
Material Volume | Sequéncia do primer Referéncia
DNA (50 - 150 ng/ul) 2,0uL
NucleaseFreeWater 2,25uL
Master Mix® (2X)
6,5uL
(Promega®)
Primer-1082
1,5uL 5-AGCAACACTCCTCGTCGCAAC-3
Forward(10pMol/uL) Cavet et al.,
Primer-1082A (10pMol/uL) | 1,5uL 5-CCTATCCCTACTTCCCCT-3 1999
Primer-1082G (10pMol/uL) | 1,5uL 5-CCTATCCCTACTTCCCCC-3'
CYP46  Primer Reverse Hladniket
1,5uL 5’-TAG AAA CGA GTT TCC CTG CC-3’
(10pMol/uL) al. 2002
CYP46 Primer Hladniket
1,5uL 5’GTG TGA CCA GGT AAC AGT CA -3’
Foward(10pMol/uL) al. 2002
TOTAL 16,75uL

As reacdes foram realizadas no termociclador Mastercycler Gradient (Veriti®) com

as seguintes condicGes de ciclagem: desnaturacgdo inicial do DNA por 5 minutos a 94°C,

seguida de 30 ciclos compostos de desnaturacdo do DNA a 94°C por 1 minuto,

pareamento de primer a 60°C por 1 minuto e uma fase de extensdo do DNA por 1 minuto

a 72°C. A extensdo final foi realizada a 72°C por 5 minutos.

As amplificagdes geraram produtos com 139pb para o gene IL10 e 285pb para o

gene CYP46, as quais foram aplicadas em gel de agarose a 2%, corado com brometo de

etidio a 0,5uL, e submetido a uma corrente elétrica de 200 Volts, 400mA, por 20 minutos,

seguida de visualizacdo em transluminador de luz ultravioleta (Ultralum) e fotografia do

gel com camera digital.
Quadro 11: Gendtipos da 1L10

Alelo CYP46 Primer G Primer A
IL10GG 285ph 139pb -
IL10AA 285pb - 139pb
ILI0GA 285pb 139pb 139pb
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5.5.1. Andlise Estatistica

As diferencas das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos entre os
grupos de pacientes e controlesforam comparadas utilizando o teste G de Williams em um
nivel de significancia de 5%. O célculo da Oddsratio (OR) com intervalos de confianca
de 95% (IC) foi utilizado para verificar a associacdo entre as frequéncias alélicas e
gendtipicas dos polimorfismos procurando determinar se 0s mesmos estéo envolvidos no
risco de desenvolvimento infec¢do bacteriana. O Trend test (Cochran-Armitage) foi
utilizado como modelo adicional para fortalecer hipoteses de associacdes. As associagdes
foram consideradas significantes quando p<0,05. O teste Qui-quadrado (x?) foi utilizado
para verificar se as frequéncias genotipicas observadas, ajustadas com seu esperado,
estavam de acordo com a hipotese do equilibrio de Hardy-Weinberg. As variaveis
quantitativas e qualitativas foram analisadas utilizando o teste t-student. Na anélise de
todos os dados foi utilizado o programa BioEstat 5.0.

Os célculos de sobrevida foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism
5.0 através da analise de Kaplan-Meier e o teste de Log Rank (Mantel-Cox), para avaliar

a significancia entre as curvas de sobrevida.

5.6 ANALISE MOLECULAR DOS GENES BACTERIANOS

Para a identificacdo molecular dos principais genes bacterianos realizada a técnica
de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), utilizando primers especificos.

As reagoes foram preparadas para um volume final de 25uL contendo 1U de Taq
Polimerase (FERMENTAS), Tampado da Taq Polimerase 1X (FERMENTAS), 20uM de
dNTP (FERMENTAS), 2mM de MgCl. (PROMEGA), 0,4uM de cada primer
(INVITROGEN) e 20ng ou 100ng do DNA bacteriano. O termociclador utilizado para os
experimentos é 0 My GENETM Series Gradient Thermal Cycler da LongGene®.

5.6.1 Viruléncia Bacteriana

Os diferentes genes de viruléncia foram investigados ao longo do estudo por PCRs
convencional. A deteccdo dos antigenos capsulares mais prevalentes em isolados
nosocomiais, K1 e K2. As fimbrias do tipo 1 e 3, foram investigadas através da
amplificacdo dos genes codificadores da por¢do funcional de ambas as fimbrias (fimH -

fimbria do tipo I, mrkD - fimbria do tipo 3). A investigacdo dos genes rmpA e magA,
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relacionados com o fenotipico de mucoviscosidade, kfu, relacionado com o sistema de
captacdo de ferro (sideréforo), wabG, relacionado com a biossintese do LPS
(Lipopolissacarideo) e uge, relacionado com sintese de UDP galacturonato 4-epimerase,
foi realizada utilizando iniciadores contidos na Tabela 05.

Tabela 05: Oligonucleotideo iniciadores para investigacdo dos genes de viruléncia

Fragment
Primer Sequéncia de Nucleotideos (5’2 3°) Gene Funcéo 0 Referéncia
(pb)
Kl1-F GGTGCTCTTTACATCATTGC ) Fang et al.,
magA Sorotipo Capsular 1283
K1-R GCAATGGCCATTTGCGTTAG 2004
mrkD-1 TATYGKCTTAATGGCGCTGG Brisse et al.,
mrkD Fimbria Tipo 111 900
mrkD-2 TAATCGTACGTCAGGTTAAAGAYC 2009
KfuBC-F GAAGTGACGCTGTTTCTGGC ] Ma et al,
kfu Sideroféro 800
KfuBC-R TTTCGTGTGGCCAGTGACTC 2005
fimH-F GCTCTGGCCGATACYACSACGG ) o Brisse et al.,
) fimH Fimbria Tipo | 400
fimH-R GCRWARTAACGYGCCTGGAAC 2009
K2_F GACCCGATATTCATACTTGACAGAG ) Turton et al.,
Wxy Sorotipo Capsular 641
K2_R CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC 2008
wabG - F ACCATCGGCCATTTGATAGA Izquierdoet
wabG Sintese de LPS 600
wabG - R CGGACTGGCAGATCCATATC al., 2003
uge - F GATCATCCGGTCTCCCTGTA Sintese de UDP R al
egue et al.,
uge - R TCTTCACGCCTTCCTTCACT Uge galacturonato 4- 500 2003
epimerase
rmpA—-F AGTTAACGTGACTACCTCTGTTTC ) ] ] Hsu et al,
rmpA Hipermucoviscosidase 535
rmpA -R TACTTGGCATGAGCCATCTTT 2011

5.6.2 Extracdo e Quantificacdo de Cépsula Polissicaridica (CPS)

O material capsular associado as células foi purificado pelo método de extragéo
com fenol (Westphal; Jann, 1963). Bacterias cultivadas em 5mL de meio LB contidos em

um tubo Falcon de 15 mL em agitagdo orbital (180 rpm) foram coletadas por
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centrifugacdo a 5000 x g, 15 min, 5°C. O pellet celular foi lavado com 1 mL de agua
destilada e ressuspenso em 500uL de &gua destilada. Ap6s dois minutos de incubacdo a
68°C, 500uL de fenol foram adicionados e a incubagdo continuaré por mais 30 min. Ap6s
o esfriamento da mistura, 500uL de cloroférmio foram adicionados e a fase aquosa foi
recuperada por centrifugacdo. A CPS foi precipitada por etanol a -20°C e ressuspensa em
1 mL de agua destilada. CPS foi quantificada pela determinagéo da concentracédo de acido
urénico através do método carbazol modificado, como descrito por Rahn e Whitfield

(2003). Todos os experimentos foram feitos em triplicadas técnicas e bioldgicas.

5.6.3 Resisténcia Bacteriana

A deteccdo dos genes de resisténcia nas bactérias produtoras de carbapenemase foi
realizada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme descrito na Tabela 06.
A determinacéo da presenca da carbapenemase KPC foi realizada pela pesquisa do gene
blakec. Além disso, foram analisados outros genes de resisténcia, como 0s principais
genes de ESBL (blatem, blacTx e blashv).

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados foram baseados nas regides
conservadas de cada gene, seguindo-se a sequéncia consenso e toda a ciclagem necessaria
para a amplificacdo dos genes, estdo descritas na tabela 06.

Tabela 06: Oligonucleotideo iniciadores para investigacdo dos genes de resisténcia

Primers Sequéncia de Nucleotideos (5’ 3°) Alvo Condicbes PCR Referéncia
KPC-F ATG TCA CTG TAT CGC CGTCT  Geneblagee - Ci¢10 de 5 mina95°C;
35ciclosde 1 mina
. Bradford et
95°C, 3054 58°C, Lmin
KPC-R TTTTCAGAG CCTTACTGCCC  Geneblaee 3052 72°C: 1 ciclode 10~ 200
mina 72°C
TEM-C TCG GGG AAA TGT GCG CG Gene blargy L Ci¢l0 de 2 mina94’c;
30 ciclos de 45 seg a
Cao et al,
94°C, 30 seg a 52°C, 1
TEM-D  TGCTTAATCAGT GAG GCACC Geneblarew  mina 72°C: 1 ciclo de 10~ 2
mina 72°C
CTX-MA-1 SCSATC TGC AGY ACC AGT AA  Gene blacrxy  © 1010 de 2 mina94°C;
30 ciclos de 45 seg a
Cao et al,
94°C, 30 seg a 56°C, 1
2002

mina72°C
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1 ciclo de 2 min a 94°C;
30 ciclos de 45 seg a

94°C, 30 seg a 53°C, 1
SHV-0S-6  GAT TTG CTG ATT TGG CTC GG Geneblassy  min a 72°C: 1 ciclo de 10

SHV-0S-5 TTATCT CCC TGT TAG CCACC  Gene blasyv

Cao et al.,
2002

mina 72°C

5.6.4 Purificacdo e Sequenciamento dos Produtos de PCR

A purificacdo dos produtos obtidos a partis das PCRs realizadas ao longo do estudo
foram realizadas utilizando kit comercial, de acordo com as normas do fabricante
(Promega). Os produtos de amplificagdo ja purificados foram submetidos a
sequenciamento,  utilizando o  sequenciador 3500  GeneticAnalyzer da
AppliedBiosystems. As sequencias obtidas foram alinhadas e analisadas no programa
BioEdit e comparadas as sequéncias disponiveis no GenBank (http:
Ilwww.ncbi.nih.gov/BLAST).
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6. RESULTADOS

O grupo de estudo consistiu de 100 individuos com pelos menos duas amostras de
sangue, com intervalos de 6 horas, positivas para a mesma espécie bacteriana. Esse grupo
foi formado por 42 individuos do sexo feminino com média de idade de 15,16 anos e 58
individuos do sexo masculino com média de idade de 15,55 anos, sendo o individuo mais
novo com apenas 7 dia de vida e o mais velho com 28 anos. A distribuicdo dos grupos
etarios foi: 4% lactentes, 8% criancas em idade pré-escolar, 17% em idade escolar, 34%
adolescentes e 37% jovens, sendo que 51% desses pacientes eram pediatricos e 49%
adultos. Um total de 34 pacientes foi internado na UTI e todos foram submetidos a
ventilacdo mecanica, assim como 43 pacientes estavam internados no setor de oncologia,
e todos eles fizeram uso de profilaxia por antibiético.

Dos 100 pacientes analisados nesse trabalho, 11 deles foram heterozigotos para
todos os polimorfismos analisados. Sendo que desses, 74 (CT) foram heterozigotos para
apenas IL1B -511, assim com 66 (GC) para IL6 -174, 59 (AG) para 1L10 -1082 e 46 (GA)
para TNF o -308, como apresentado na Tabela 07.

Os SNPs IL1p -511 (C/T) e IL6 -174 (G/C) estudados para essa populacdo nédo
apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, nesse caso ndo se trata de uma
populacdo mendeliana, porém para 0 gene TNFa -308(G/A), as frequéncias genotipicas
e alélicas foram -308GG = 0,33 (35/100); -308GA = 0,48 (46/100); -308AA = 0,17
(19/100); -308G = 0,58; -308A = 0,42, apresentaram equilibrio de valores esperados pelo
modelo de Hardy-Weinberg (p = 0,57; Teste qui-quadrado de Pearson). Para o
polimorfismos IL10 -1082(G/A), as frequéncias genotipicas e alélicas foram -1082GG =
0,27 (23/100); -1082GA = 0,48 (59/100); -1082AA = 0,22 (18/100); -1082G = 0,52; -
1082A = 0,47, esses SNPs também apresentaram equilibrio de valores esperados pelo
modelo de Hardy-Weinberg (p = 0,06; Teste qui-quadrado de Pearson), como apresentado
na Tabela 07.
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Tabela 07: Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos

genéticos em pacientes com infeccdo bacteriana e controles.

Pacientes Controles
Genotipo p* OR 95% ClI p*
n=100(%b) n=200(%o)
TNFa
GG 35 (35) 69 (34.5) 1 -
GA 46 (46) 98 (49) 083 092 0.54-1.58 0.8839
AA 19 (19) 33 (16.5) 1.13  0.56-2.27 0.8583
GA+AA 65 (65) 131 (65.5) 0.97 0.59-1.61 0.9658
ILIB
CcC 14 (14) 46 (23) 1 -
CT 74 (74) 129 (64.5) 015 1.88  0.97-3.65 0.0825
1T 12 (12) 25 (12.5) 157 0.63-3.92 0.4552
CT+TT 86 (86) 154 (77) 1.83  0.95-3.52 0.0922
IL6
GG 22 (22) 58 (29) 1 -
GC 66 (66) 114 (57) 031 152 0.85-2.71 0.1937
CC 12 (12) 28 (14) 1.12  0.48-2.60 0.9429
GC+CC  78(78) 142 (71) 1.44  0.82-2.54 0.2485
IL10
GG 23 (23) 73 (36.5) 1 -
GA 59 (59) 104 (52) 0.03 0.72  0.36-1.45 0.4654
AA 18 (18) 23 (11.5) 0.40 0.18-0.87 0.0331
GA+AA 77 (77) 127 (63.5) 059 0.30-1.15 0.1717

Legenda: p*: Teste G Williams; OR: OddsRatio; IC: intervalo de confianca; p**: OddsRatio.

Nesse estudo foram obtidas 100 cepas bacterianas, sendo (41) Klebsiella
pneumoniae e varias outras espécies, como: (16) Staphylococcus spp.; (12) Escherichia
coli; (8) Serratia marcescens; (7) Acinetobacter spp. e Enterrobacter spp.; (3)
Enterrococcus spp.; (2) Pseudomonas aeruginosa; e apenas (1) Proteusmirabilis,
Klebsiella oxytoca, Pseudomonas putida, Salmonella spp. e Rautella ornithinolytuca.

Foi realizada a tipagem molecular de todos os 41 isolados de Klebsiella

pneumoniae, onde foi identificado que 24,3% deles pertenciam ao ST 11, assim com
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14,6% ao ST 512 e ST 442, 9.7% ao ST 258, 7.3% ao ST 340 e ST 1199, 4.8% ao ST 17

e ST 502 e apenas 3.4% pertenciam ao ST 111, ST 196, ST 528, ST 978 e ao ST 1998.

Todas as K. pneumoniae foram analisados para os genes de viruléncia bacteriana,

todas foram positivas para mrkD, fimH, kfu e wabG, apenas uma das 41 cepas analisadas

foi negativa para uge, assim como todas as cepas foram negativas para rmpA e para 0s

sorotipos capsulares K1 e K2. Também foram analisados genes de resisténcia bacteriana

(7) foram positivas para blakec, (9) para blatem, (41) para blasnve (25) para blactx-m,

conforme descrito naTabela 08.

Tabela 08. Genes de resisténcia, sequéncia tipo dos isolados de Klebsiella pneumoniae

GENES DE VIRULENCIA?

GENES DE RESISTENCIA

ISOLADOS fimH mrkD kfu wabG uge rmpA blasay blactxm-ike blatem blakpc  STP
Kpl + + + + + - 11 2 - - 978
Kp2 + + + + + - 12 15 - - 502
Kp3 + + + + + - 62 - - - 502
Kp4 + + + + - - 148 - - - 17
Kp5 + + + + + - 11 165 - - 1998
Kp6 + + + + + - 11 2 - - 17
Kp7 + + + + + - 11 15 - - 196
Kp8 + + + + + - 85 15 - - 111
Kp9 + + + + + - 11 - - - 11

Kpl0 + + + + + - 11 15 1 2 11

Kpll + + + + + - 11 - - - 1199
Kpl2 + + + + + - 11 15 1 2 11

Kpl3 + + + + + - 11 2 1 2 442
Kpl4 + + + + + - 11 5 1B - 340
Kpl5 + + + + + - 12 15 - - 11

Kpl6 + + + + + - 48 15 - - 512
Kpl7 + + + + + - 12 15 - 2 512
Kpl8 + + + + + - 12 - - - 11

Kp19 + + + + + - 11 - 1 - 340
Kp20 + + + + + - 11 - - - 512
Kp21 + + + + + - 11 - - - 258
Kp22 + + + + + - 23 - - - 442
Kp23 + + + + + - 12 15 1 - 340
Kp24 + + + + + - 11 - - - 1199
Kp25 + + + + + - 11 5 1B - 258
Kp26 + + + + + - 11 2 2 2 442
Kp27 + + + + + - 11 2 - - 258
Kp28 + + + + + - 11 5 - - 512
Kp29 + + + + + - 11 15 - 2 11

Kp30 + + + + + - 11 - 2 - 442
Kp31l + + + + + - 11 - 2 - 258
Kp32 + + + + + - 12 - 2 - 512
Kp33 + + + + + - 23 15 - 2 11
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Kp34
Kp35
Kp36
Kp37
Kp38
Kp39
Kp40
Kp4l

+ + + + + - 48 15 -
+ + + + + - 11 2 -
+ + + + + - 11 - -
+ + + + + - 11 5 -
+ + + + + - 11 - -
+ + + + + - 11 - -
+ + + + + - 11 15 -
+ + + + + - 11 15 -

442
528
11
1199
442
512
11
11

Legenda: #fimH (fimbria tipo I), mrkD (fimbria tipo 3), kfu (Sistema de captacdo de ferro), wabG (sintese de LPS),
uge(Sintese de UDP galacturonato 4-epimerase), rmpA (hipermucoviscosidase). ®Sequéncia Tipo.

O teste de susceptibilidade ao antimicrobianos das K. pneumoniae analisadas
mostrou que 100% (41/41) delas foram resistentes a amicacina, ampicilina,
ampicilina/subactam, cefepima, cefotaxima, cefoxitina, ceftriaxona, cefuroxima e
piperacilina/tazobactam. Assim como, 70.7% (29/41) foram resistentes a gentamicina,
63.4% (26/41) a ciprofloxacina, 48.7% (20/41) a tigeciclina e apenas 17% (7/41) foram
resistentes aos carbapenémicos (ertapenem, meropenem e imipenem). Todas as cepas
estudadas foram sensiveis a colistina.

Os resultados produzidos no inicio deste trabalho geraram dados suficientes para a
escrita e submissdo do artigo intitulado: VIRULENCE AND RESISTANCE IN
DISTINCT KLEBSIELLA PNEUMONIAE SEQUENCE TYPES CAUSING
BLOODSTREAM INFECTIONS IN PAEDIATRIC ONCOLOGICAL
PATIENTS(Apéndice B), que foi submetido a revista JOURNAL OF HOSPITAL
INFECTION, que temfator de impacto 3,704, e Qualis é A2 em Biotecnologia e em
Ciéncias Bioldgicas I.

Além disso, os resultados obtidos nesse trabalho também foram suficientes para a
elaboracdo de um segundo artigo, que tem como titulo sugerido: 1L10 -1082G/A
POLYMORPHISM IS ASSOCIATED IN PATIENTS WITH BLOOD BACTERIAL
INFECTION (Apéndice C), que foi submetido a revista INFECTION AND IMMUNITY,
que tem como fator de impacto 3,2, e Qualis € A2 em Biotecnologia e em Ciéncias

Biologicas I.

7. DISCUSSAO

Nossos achados revelam que homozigotos para o alelo A do polimorfismo IL10 -

1082 G/A apresentam um risco quatro vezes maior de desenvolver infec¢do bacteriana
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em comparacdo com pacientes heterozigotos. Este achado é consistente com os de
Cardoso e colaboradores (2015) e Abu-Maziad e colaboradores (2010), em que bebés
com gendtipo AA para IL10 tiveram um aumento na incidéncia de sepse tardia. A IL10 é
uma citocina anti-inflamatéria que aumenta a gravidade da infec¢éo bacteriana em recém-
nascidos (Romagnoli et al. 2001, Ng et al. 2003). Evidéncia experimental tem mostrado
que a IL10 é um candidato terapéutico para choque séptico irreversivel (Latifi et al. 2002).
Este SNP IL10 -1082 (G/A), esta localizado dentro da regido promotora da IL10 e
presume-se, portanto, que afeta a atividade transcricional do gene. Porque os individuos
portadores do alelo A diminuiram os niveis circulantes de IL10 (Schaaf et al. 2003),
hipotetizamos que os homozigotos AA séo propensos a respostas pré-inflamatorias, que
favorecem o choque séptico. No entanto, outras avaliagcGes das concentragGes circulantes
de IL10 e genotipagem de outros polimorfismos da regido promotora do gene IL10, tais
como microssatélites, -819 (C/T) e -592 (C/A) devem ser avaliados para esclarece o papel
da IL10 no favorecimento da ocorréncia de choque séptico (Cardoso et al 2015).

Dado o significado funcional dos polimorfismos -1082 e -592 e do hapl6tipo ATA,
levantamos a hipotese de que os polimorfismos do promotor de IL10 seriam importantes
para influenciar a gravidade para o desenvolvimento de sepse e morbidades em pacientes
com infeccdo, alterando o equilibrio de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias.
N&o houve diferencas significativas na idade e entre 0s sexos entre os diferentes grupos
genotipicos, o que minimizou a influéncia de fatores interferentes. A coorte de pacientes
era composta por pacientes jovens com baixo histérico de comorbidades. Semelhante a
sua associacdo com a producdo de 1L10, as variagdes genéticas nos trés loci tém tendéncia
a estarem associadas a menor risco de sepse e morbidade. No entanto, apenas o
polimorfismo -1082 tem significAncia estatistica, mostrando que 0s pacientes
homozigotos para o alelo A, tinha uma susceptibilidade significativamente maior na
sepse. O fato de ndo haver significancia estatistica do genotipo GG com a susceptibilidade
em desenvolver infeccap bacteriana pode ser devido ao pequeno nimero de pacientes
portadores do gendtipo GG no presente estudo. Os resultados de Stanilova e
colaboradores (Stanilova et al., 2006) também revelaram que o genétipo AA do locus -
1082 foi associado com menor producédo de IL10 na presenca do LPS, fitohemaglutinina
— ou leucacitos do sangue periférico saudaveis. Pacientes com sepse grave demonstraram
ter uma elevacéo significativa da frequéncia alélica A quando comparados com controles
saudaveis. Além disso, Gong e colaboradores (Gong et al., 2006) relataram que o genétipo
de alta producéo de IL10 -1082 GG protege contra a faléncia de 6rgdos e a mortalidade
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na sindrome do desconforto respiratério agudo. E cada vez mais reconhecido que o
equilibrio global entre respostas pré-inflamatorias e anti-inflamatérias € importante no
desenvolvimento da sepse. Portanto, é razoavel que o gendtipo AA IL10 -1082 pode ser
usado para estimar o risco para disfuncdo organica e sepse. Por outro lado, isso ndo é
consistente com o relatorio de Schroeder e colegas, que mostraram que o polimorfismo -
592, mas ndo -1082, foi associado com morbidade em pacientes com infeccdo (Schroeder
etal., 2004).

Zeng e colaboradores (2009) realizaram uma combinacdo de resultados que
mostram que os pacientes com 2 haplétipos ATA apresentam maiores taxas de
morbidade, embora seja significativamente associado com menor producdo de 1L10. O
que sugere que ha uma falta de sinergismo entre os polimorfismos -1082, -819 e -592 em
relacdo ao desenvolvimento de sepse em pacientes hospitalizados. Outros fatores
patogénicos também devem ser considerados ao explicar os resultados atuais. Um fator
importante € o envolvimento poligénico e multifatorial na patogénese da sepse e
disfuncdo de mudltiplos 6rgdos apos infecdo (Giannoudis et al., 2007). De fato, ha
evidéncias crescentes indicando que polimorfismos genéticos de outros genes estdo
associados a ocorréncia de complicag¢fes pos-traumaticas, como IL1B, TNFa, proteina de
choque séico, IFNy e IL18 (Hildebrand et al., 2005; Wen et al., 2006). A suscetibilidade
a sepse em pacientes hospitalizados pode ser o resultado de uma combinacéo de varios
polimorfismos genéticos. Além disso, a amostra relativamente pequena que recrutamos
neste estudo também pode afetar nossas conclusdes.

Apesar das nossas analises ndo mostrarem significancia estatistica para 0 TNFa. -
308 G/A com o risco de desenvolver infeccdo bacteriana, Wang e colaboradores,
realizaram uma ampla anélise do polimorfismo -380 G/A do TNFa, no estudo eles mostra
que a presenga desse polimorfismo do TNFa contribui significativamente para o risco de
sepses e choque séptico, mas nao para risco de mortalidade relacionada a sepse. Assim,
esse polimorfismo parece ser um fator de risco para sepse, mas ndo uma mortalidade
predita (Wang et al 2017). Segundo alguns pesquisadores o0 polimorfismo —308 G/A no
gene TNFa demonstrou regular positivamente o gene transcri¢do, levando a niveis mais
altos de proteina expressa no soro (Wang et al 2017; Gowin et al 2018). Os niveis de
TNFa elevado aumentam a resposta inflamatoria e levam a multiplas caracteristicas
fenotipicas e funcionais da sepse; eles também induzem a apoptose e reduzem a

imunidade, responsividade e funcgéo celular (Gowin et al 2018).
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Nossa amostra, apesar de se tratar de amostra de conveniéncia, foi considerada
adequada e estd dentro do padrdo de varios estudos de polimorfismo para os genes e
populacédo estudados (Warlé et al 2003; Gowin et al 2018). Dentro da nosso populacao de
100 pacientes, foram estudadas 41 amostras, tambem, para a presenca de genes de
viruléncia bacteriana, no intuito de saber se a presenca de gene poderia contribuir para a
sucesso na infeccdo por cepas da espécie Klebsiella pneumoniae, uma vez que esses sao
0s organismos mais frequentes em unidade hospitalar causando infeccdo nos pacientes
(Russo et al 2019). As cepas do nosso estudo foram consideradas hipervirulentas, fenétipo
semelhando ao descrito por Xu e colaboradores, onde eles descrevem cepas acumulando
pelo menos trés genes para fatores de viruléncia distintos, nossas cepas, com exce¢do do
isolado Kp4, que ndo apresenta 0 gene uge, apresentam pelo menos cinco genes de
viruléncia distintos em sua constituicdo, 0 que em conjunto as tornam capazes de serem
resistentes ao sistema imunolégico do hospedeiro. Esse fenétipo de hipervirulencia ndo é
comum em isolados clinicos, uma vez que as cepas bacterianas que carreiam muitos
mecanismos de resistentes ndo tem a tendéncia a acumular também mecanismos de
viruléncia, principalmente porgque passam por processos de pressao seletiva distintos (Xu
et al 2018; Russo et al 2019). Apenas uma das nossas amostras, a Kp4, ndo apresentou o
gene uge, Regué e e colaboradores (2004) provaram que as cepas mutantes de K.
pneumoniae (sem o gene uge) ndo eram virulentas em animais de laboratdrio, esse fato
comprova o importante papel do gene uge na patogenicidade de K. pneumoniae.

E importante destacar que sete pacientes estudados para a os fatores de viruléncia
bacteriana, além de aprestarem isolados com cinco genes de viruléncia também eram
homozigoto A para IL10 -1082, esse perfil pode facilitar ainda mais a susceptibilidade a
infeccdo bacteriana, uma vez que vérios fatores poderiam estar agindo em conjunto e
desestabilizando o sistema imunoldgico desses pacientes, para isso novos estudos se
fazem necessarios para confirmar a relevancia clinica dos polimorfismos do promotor de
IL10 em uma coorte maior de pacientes com infeccdo bacteriana e investigar a relacdo
desses SNPs com outros polimorfismos genéticos na predi¢éo de pacientes com infeccéo
bacteriana no sangue e outros fatores de viruléncia bacteriana.

O gene fimH foi encontrado em todos os isolados. Este resultado esta de acordo
com a natureza frequentemente presente desta estrutura em K. pneumoniae como relatado
Aljanaby e Alhasani (2016). Microrganismos com formacdo de biofilme estdo associados
a muitas infecgdes humanas. O papel e desenvolvimento da formacao de biofilme por
bactérias tem sido documentado como um passo crucial na patogénese da Klebsiella.
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Biofilmes e lipoproteinas da membrana externa podem desempenhar um papel importante
na protecdo de bactérias contra a exposi¢do a drogas quando comparados com outras
bactérias que ndo apresentam esses fatores de viruléncia (Bellifa et al., 2013).

Os siderdforos sdo compostos bio-sinteticamente produzidos e secretados por
muitos microrganismos, como fungos e bactérias, para absorcdo de ferro (Fe*®), e sdo
quelantes seletivos. Esses ions sdo fracamente soltveis e quase encontrados em todos 0s
ambientes oxigenados. Neste estudo, o gene kfu foi encontrado em todos os isolados.
Enterobactina e yersiniabactin sdo compostos de sider6foros produzidos por células
bacterianas para absorver ferro (Fe*®) das proteinas de ligagdo de ferro do hospedeiro, e
eles tém quelantes féerricos extracelulares de afinidade forte, os quais; eles tém um papel
importante na patogénese e viruléncia das bactérias, a viruléncia desses compostos
permanece incerta; no entanto, a expressdo da formacdo de biofilme induzida pela
enterobactina (May;Okabe, 2011). Mas Aljanaby e Alhasani (2016) sugeriram que a
expressdo do gene da ferro-enterobactina responsavel pelo receptor da membrana externa
parece ser ativada durante a infeccdo bacteriana. O gene kfu € um gene patogénico
putativo que codifica um sistema de absorcdo de ferro, esse gene estd associado as
infeccdes do tecido purulento, formacao de capsulas e fenotipo de hipermucoviscosidade.
Portanto, esse gene é considerado como um gene muito importante na retirada do ferro
da célula hospedeira (Aher et al., 2012).

Outro fator de viruléncia estudado foi o gene wabG que estava presente em todas
as cepas, lzquierdoe colaboradores (2003) provaram que cepas de K. pneumoniae com o
gene wabG mutante ndo eram capsuladas e eram menos virulentas em modelo animal
(ratos) com pneumonia. Este fato comprova o importante papel do gene wabG na
patogenicidade de K. pneumoniae. Também observou-se que o defeito na sintese dos
principais lipopolissacarideos em cepas de K. pneumoniae com o gene wabG mutante foi
incapaz de induzir a infec¢do do trato urinario em ratos experimentais, em comparacao
com o das cepas normais. As cepas bacterianas mutantes ainda eram capazes de realizar
alguma colonizacéo (Izquierdo et al 2003).

Apenas um dos isolados ndo apresentou o gene uge, Regué e colaboradores (2004)
provaram que as cepas mutantes de K. pneumoniae (sem o gene uge) nao eram virulentas
em animais de laboratério; esse fato comprova o importante papel do gene uge na
patogenicidade de K. pneumoniae.

As analises dos sorotipos capsulares mostrou que nenhum dos isolados analisados
nesse estudo apresentou os sorotipos capsulares K1 e K2, diferente dos relatos em outros
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estudos, uma vez que esses sorotipos sdo frequentes em cepas bacterianas clinicas,
independentes no seu sitio de infec¢do, em um estudo realizado por Xu e colaboradores
em 2018, mostrou que K1 e K2 estavam presentes em 24,2% e 7,7%, respectivamente,
das cepas analisadas. No entanto sabemos que existe relatos de 79 sorotipos capsulares
distintos em K. pneumoniae (Pan et al 2015), porém esses nao séao tdo frequentes em cepas
clinicas, isso significar uma caracteristica prépria da populacdo estudada, frente a uma
adaptacéo a presséo seletiva que estdo enfrentando.

Os testes fenotipicos para producdo de ESBL foram positivos para 48.7% (20/41).
Os genes SHV, CTX-M e TEM foram presente em 100% (41/41), 60.9% (25/41) e 26.8%
(11/41), respectivamente. Esses padrdes de resisténcia podem ser devidos & expresséo de
diferentes enzimas, como Beta-lactamases de espectro estendido. As resisténcias a
maultiplas drogas sdo frequentemente associadas com bactérias produtoras de Beta-
lactamase de espectro estendido, isto €, resisténcia a outras classes de drogas como
aminoglicosideos e quinolonas (Vargas et al 2019). Padilla e colaboradores em (2010)
relataram que mecanismos de resisténcia, como bomba de efluxo, podem contribuir para
a viruléncia de Klebsiella pneumoniae, e houve relacdo positiva entre a producdo de
ESBL com fatores de viruléncia (Wiskur et al., 2008).

Além disso, 17% (7/41) das nossas cepas apresentaram o gene KPC, infeccOes
causadas por microrganismos produtores de KPC geralmente acometem pacientes
imunodeprimidos, hospitalizados e/ou que fazem uso de dispositivos invasivos, como
cateter e sonda (Vargas et al 2019).

O ST mais frequente em nosso estudo foi 0 ST11 que assim com ST340 também
localizados em nosso estudo, segundo Pereira e colaboradores 2013, sdo os mais bem
disseminados no Brasil, esses STs ja foram descritos em todas as regides do pais e ja sdo
considerados endémicos e muitas vezes entdo associados com a presenca de genes de
resisténcia aos antimicrobianos com genes de ESBL e KPC-2 (Peireira et al 2013). No
Brasil, a rapida expanséo internacional de clones de K. pneumoniae do ST11 com alto
nivel de resistencia aoscarbapenémicos tem sido documentado em todo 0 mundo, e estédo
associados com altas taxas de morbidade e mortalidade. Além disso, a presenca de cepas
pertencentes ao CC258 (ST11, ST258, ST340), foram identificadas em humanos, animais
de producéo, ambiente aquéatico urbano e aguas recreativas em regides metropolitanas de
grandes cidades do Brasil (Huenuman et al 2018). A identificacdo de genes de viruléncia
associados a esses STs, causa ainda mais impacto, uma vez que essas cepas tém muita

facilidade de adquirir genes de resisténcia (Aradjo, 2019).
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As cepas do estudo carreavam pelos menos cinco genes de viruléncia e estavam
mais associadas com STs relacionados a aquisicdo de genes de resisténcia, 0 podem
corroborar para um incremento de danos aos hospedeiros. Em um estudo realizado por
Cheng e colaboradores em (2018) foi identificado a presenca dos genes wabG e rmpA
associados principalmente ao ST218, que ja foi descrito em paises como Tailandia,
Vietnd, Coréia do Sul e Russia, onde essas cepas estavam associadas com abscesso
hepatico em humanos (Cheng et al 2018).

Nossos achados revelaram que os polimorfismos IL10 -1082G/A e caracteristicas
clinicas selecionadas podem ser usados como marcadores para 0 desenvolvimento de
infeccdo bacteriana. Portanto, modelos progndsticos incluindo esses biomarcadores pode
permitir a identificacdo precoce de pacientes com sepse, e impedor o choque séptico,
embora outros estudos serdo necessarios para confirmacdo desses dados em diferentes
populacdes e com outras espécies bacterianas. Neste contexto, hipotetizamos que a
imunossupressao induzida pela IL10 pode produzir um impacto na restri¢cdo da infeccéo
do que no desfecho da sepse. Acreditamos que a incorporagdo de biomarcadoresque
possam identificar quais pacientes sdo mais susceptiveis a infeccdes e sepsepodera ajudar
na estratificacdo de risco de pacientes e consequentemente melhorar o tratamento e

demanda nas UTIs.

8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho, mostram que para a populacdo estudada o
genotipo AA da IL10 -1082 G/A esta associado ao risco de desenvolver infeccio
bacteriana por cepas virulentas, pois esses dois fatores estavam associados a pacientes
com infec¢do sanguinea. Os outros SNPs estudados, TNFa -308 G/A, IL1p -511 C/T e
IL6 -174 G/C, necessitam de uma amostra maior para encontrarmos associacdo com a
infeccdo bacteriana, pois a populacdo estudada € muito miscigenada, por isso,
necessitamos de um coorte maior para se alcancar a frequéncia esperada para todos 0s
SNPs analisados.

Contudo até o momento n&o foi possivel identificar uma associagao estatistica entre
0s SNPs dos genes de imunidade estudos e a susceptibilidade ao desenvolvimento de

infeccdo bacteriana, esses resultados se devem ao ndmero reduzido de amostras
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analisadas. Entretanto, certamente os varios genes de viruléncia carreado por essas
bactérias e os alelos mutantes estdo contribuindo para o sucesso do processo infeccioso.

Nossos resultados revelam que as cepas clinicas da populacdo estudas séo
hipervirulentas, apresentado pelos menos cinco genes de viruléncia distintos,
provavelmente adquirido de eventos diferentes, o que ndo é um achado comum em
isolados hospitalares, uma vez que os relatos apontam que cepas hospitalares sdo mais
resistentes e normalmente ndo apresentam muitos fatores de viruléncia. Além dos genes
de viruléncia, alguns isolados também apresentaram genes de resisténcia a cefalosporinas
e a carbapenémicos, 0 que mostra que essas cepas estdo acumulando mecanismos de
resisténcia.

A partir das nossas analises nao foi possivel identificar quais fatores de viruléncia
especificamente estavam contribuindo para o aumento da resisténcia bacteriana que
infeccdo 0s pacientes, uma vez que as nossas cepas apresentaram um perfil muito
homogéneo de viruléncia, mas certamente o gendtipo AA da IL10 -1082 G/A esta
contribuindo, uma vez que ela estéd relacionada com baixa producdo de citocina anti-
inflamatdria IL10 favorecendo o processo inflamatério desencadeado pelos fatores de

viruléncia bacteriano.
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APENDICES:

APENDICE A

TCLE aplicado a todos os paciente e controles do estudo.
LABORATORIO DO CEONHPE/UPE, SETOR DE BIOLOGIA MOLECULAR -

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(CESSAO, GUARDA E USO DE MATERIAL BIOLOGICO)

O laboratorio do CEONHPE-UPE desenvolve uma atividade que visa aumentar
conhecimento sobre susceptibilidade a infeccdo bacteriana. Consequentemente, servira
para oferecer novas possibilidades de diagndstico, tratamento, controle e prevencéo para
as doencas que tratamos aqui. Essa atividade envolve o armazenamento de parte do
material bioldgico retirado para exame ou para tratamento, apOs autorizacdo dos
pacientes.

Como o senhor(a) foi matriculado no HUOC, onde fard exames e tratamento
especializado, estd sendo convidado(a) a participar voluntariamente do projeto de
pesquisa intitulado “Analise dos polimorfismos dos genes MBL2, IL-1, IL-6, IL-10, IL-
12, TNFa e TNF-g em pacientes internados em unidade hospitalar com quadro de
infeccdo bacteriana com diferentes graus de viruléncia” permitindo a guarda do
material biologico que sobra dos procedimentos para exames realizados em nosso
hospital. A pesquisa é simples e ndo representara qualquer risco de ordem fisica ou
psicologica para o senhor(a). Também, informacges clinicas, como o seu diagnostico,
serdo associadas ao material biologico que for armazenado.

Tanto os materiais coletados como as informagdes registradas serdo guardadas no
laboratério do CEONHPE (setor da Biologia Molecular) e poderdo ser usadas apenas em
pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica do Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE,
que € o 6rgdo responsavel por garantir os direitos, a seguranca e o bem-estar de todas as
pessoas que se voluntariam a participar em atividades cientificas. O(a) senhor(a) tem
direito a conhecer as informacdes e os resultados das pesquisas que usarem o seu material

bioldgico. Esses resultados podem ser informados pelos préprios pesquisadores, ou pelo
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seu médico ou através do Setor de Biologia Molecular do CEONHPE, ja que podemos
ser 0 elo entre vocé e os pesquisadores que usarem suas amostras bioldgicas.

Caso o Laboratério CEONHPE deixe de funcionar e/ou suas amostras bioldgicas
sejam transferidas para outra institui¢cdo ou destruidas por algum motivo, o senhor(a) sera
devidamente informado.

Garantimos que sua participacdo ndo implicara em nenhum procedimento ou
despesa adicional para o senhor(a) e que sua identidade serd sempre mantida em sigilo.
Reafirmamos que sua participacdo é voluntaria e que o senhor(a) pode recusar-se a ceder
0 material ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem penalidades, sem
prejuizos e sem mudanga no seu tratamento nesta instituicao.

E importante esclarecer que o consentimento para uso de materiais bioldgicos em
pesquisas ndo resulta em privilégios ou beneficios econdémicos para o senhor(a) e 0s
resultados obtidos servirdo para aumentar o conhecimento sobre as doencas tratadas no

HUOC, melhorando a qualidade da assisténcia prestada a populacdo em geral.

A assinatura deste termo de consentimento autoriza a sua participacdo nesta
pesquisa, assim como a utilizacdo de:

1 - Os dados clinicos registrados no prontuario médico;

2 - Amostra de sangue periférico encaminhadas para o Laboratério de Bacteriologia
do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC) a fim de investigar a ocorréncia de

infeccdo no sangue.

Apos receber essas informagdes, o(a) senhor(a) poderd dar seu consentimento
assinando este documento e escolhendo a maneira mais adequada para utilizagéo dos seus

materiais biologicos.

Rubrica do participante Rubrica do responsavel pela obtencédo do
TCLE

Se o(a) senhor(a) tiver algum comentario ou davida sobre este trabalho, entre em
contato com o Setor de Biologia Molecular, no 1° andar do prédio do Centro de Oncologia

Pediatrica do Hospital Universitario Oswaldo Cruz. Se o Sr(a) tiver perguntas com
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relacao aos seus direitos como participante desta pesquisa, também pode contar com uma
terceira pessoa imparcial do Comité de Etica do Complexo Hospitalar HUOC/PROCAPE
- (Fone/Fax: 81-31841271/81-31841460, Email: cep_huoc.procape@yahoo.com.br),
localizado no Pavilhdo Ovidio Montenegro — 1° andar — Rua Arndbio Marques, 310 —
Santo Amaro — 50100-130 — Recife, PE. Ou ainda pode entrar em contato com o
pesquisador responsavel, AMANDA CRISTINA DA COSTA GUIMARAES, pelo fone:
(81) 99807-6678 e e-mail: amandaguimaraes_12@hotmail.com.

CONSENTIMENTO

Declaro estar claro para mim quais sdo 0s objetivos desta atividade, como
participar, que terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei
esclarecimentos a qualquer momento. Estou ciente que minha participacdo é isenta de

despesas ou ganhos financeiros e que isto ndo ira interferir no meu tratamento.

Se 0s meus materiais bioldgicos forem utilizados em pesquisas aprovadas, escolho

livremente a opcdo abaixo assinalada.

Autorizo a utilizacdo dos meus materiais bioldgicos sem necessidade de novo

consentimento.

Desejo ser contactado para autorizar o uso dos meus materiais biolégicos cada vez

que forem utilizados.

Eu, por intermédio deste, dou liviemente meu consentimento para armazenamento
de minhas amostras bioldgicas. Eu recebi uma via assinada deste formulario de
consentimento, uma via ficou no meu prontuario e outra via ficou o Laboratério do
CEONHPE.

Nome e assinatura do participante Data
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Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente (ou de seu representante legal) para a cessdo de material
bioldgico para armazenamento no Laboratorio do CEONHPE-HUOC/UPE.

Nome e assinatura do responsavel pela obtencdo do Termo Data
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APENDICE B

Artigo 1 submetido a revista JOURNAL OF HOSPITAL INFECTION, que tem
como fator de impacto 3,704, e Qualis € A2 em Biotecnologia e em Ciéncias Bioldgicas
l.

VIRULENCE AND RESISTANCE IN DISTINCT KLEBSIELLA PNEUMONIAE SEQUENCE
TYPES CAUSING BLOODSTREAM INFECTIONS IN PAEDIATRIC ONCOLOGICAL
PATIENTS.
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Running title: K. pneumoniae in oncological patients

Summary

Background: Bacterial bloodstream infections in paediatric oncological patients is still highly
prevalent. Klebsiella pneumoniae is frequently related to paediatric health-care infections and its
virulence and antimicrobial resistance are challenging for treatment. Aim: In this work we
evaluated virulence, resistance and the genetic variability of K. pneumoniae causing bloodstream
infections in these patients. Methods: Nine strains of K. pneumoniae from blood cultures from
paediatric oncological patients were investigated for the presence of virulence and antimicrobial
resistance genes, by specific PCRs. Sequence Type determinations were carried out by MLST.

Capsule production was quantified by determination of uronic acid concentration. Findings: The
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isolates showed high genetic heterogeneity, with identification of seven sequence types (STs). By
contrast, virulence genes and increased capsule production were present and similar in all the
isolates. In addition, ESBL genes were detected in most of the isolates. Conclusions: Distinct STs
of K. pneumoniae isolates were able to accumulate factors of virulence and resistance

independently.

Keywords: virulence, paediatric cancer, K. pneumoniae, bacterial resistance

Introduction

Childhood cancer varies according to the histological type, primary location of the tumor,
ethnicity, gender and age. The incidence of global registered cancers in children has increased
since 1980s [1]. During treatment, fever and neutropenia are usually present as a common
complication, which has been the reason for updates in guidelines for its management, that
includes empirical antibiotic therapy [2]. However, despite the progress in the management,
bacterial bloodstream infections in children with malignancy continues to be highly prevalent,

counting for nearly half of the nosocomial infections attributed to a bacterial pathogen [3].

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative, rod-shaped bacterium that is frequently related to
paediatric health-care infections and associated to morbidity and mortality [4]. The ability of K.
pneumoniae to be the causative agent of many infections is related to its capacity to produce
numerous virulence factors. The predominant virulence factors are capsule, lipopolysaccharide
(LPS), siderophores and fimbriae [5]. In addition, hypervirulent strains can cause infections in
both healthy and immunocompromised people, due to enhanced capsule production and other
bacterial factors [6]. Virulence and the emergency of antimicrobial resistance mechanisms cause
such infections to become a big obstacle. K. pneumoniae frequently displays a multidrug-resistant
phenotype (MDR) [7] and is commonly reported to produce ESBLs (extended-spectrum beta-
lactamases) and carbapenemases (mainly Klebsiella pneumoniae carbapenemase - KPC), which

render resistance to cephalosporins and carbapenems, respectively [8].

Despite the challenges that usually characterize the treatment of cancer patients, infections by
virulent and multidrug-resistant bacteria may make treatment even more difficult, since these
infections have potential to progress rapidly. Characteristically, K. pneumoniae uses defensive
rather than offensive strategies against host immune defenses [6]. Since patients with malignancy
commonly have their immune defenses weakened, one could suppose that even non-virulent

isolates would be causing bloodstream infections in these patients. In this work, we evaluated the
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virulence and antimicrobial susceptibility, as well the genetic variability of K. pneumoniae

isolates causing blood stream infections in paediatric oncological patients.

Methods

Bacterial isolates

Nine strains of K. pneumoniae (Kp1-Kp9) were collected from blood cultures of patients admitted
to the Paediatric Oncology Center of a Public University Hospital in Recife, Brazil, in 2017,
during a period of two months. The strains were obtained from the routine cultures for
bacteriological diagnosis and corresponded to the all K. pneumoniae isolates detected in blood
samples of the period. Only the isolates present in three consecutive patient’s blood samples were
considered for this study, discarding some potential bias due to contamination during collection.
Bacterial identification and antimicrobial susceptibility tests were performed by automated
method (VITEK IlI, Biomerieux) and BrCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing — 2018) guideline was used to interpret the values of MIC (minimum
inhibitory concentration) [9]. The isolates were stored at -80°C in Muller Hinton broth containing

15% glycerol until the day of use.

Molecular analysis

The allelic profile was determined by Multilocus sequence typing (MLST), according to Institute
Pasteur MLST database (http://www.pasteur.fr/mlst/).Alleles and sequence types (STs) were
assigned in accordance with the sequences previously deposited in the data base. The clonal
relationship of the isolates was determined by ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic

Consensus) [10] and the software Mega 5.0 was used to generate the dendrogram.

PCR analysis of resistance and virulence genes

The investigation of the blacrx.m and blasnvbeta-lactamase genes [11] were carried out using
specific primers. The reactionswerepreparedto a final volume of 25uL containing 1U
ofTagPolymerase ( Promega Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil), TagPolymerase 1X Buffer
(Promega Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil), 20uM dNTP (Promega Biotecnologia, Sdo Paulo,
Brazil), 2mM MgClI; (Promega Biotecnologia, Sdo Paulo, Brazil), 0.4uM ofeach primer (Exxtend
Biotecnologia, Campinas, Brazil ) and 20ng (for antimicrobialresistance genes) ofbacterial DNA.
Reactions were performed in thermal cycler MyGENE™ Series Gradient Thermal Cycler from

LongGene™. The virulence genes included fimH(fimbriae type I) and mrkD(fimbriae type I11)
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[12], rmpA[13] and magA(mucoviscosity phenotype) [14], kfu(iron uptake system) [15],
wabG(biosynthesis of LPS) [16] and uge(biosynthesis of LPS/capsule) [17].

Purification and sequencing of PCR products

The products obtained from the PCR reactions were purified by using the kit Wizard™ SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega Biotecnologia, S&o Paulo, Brazil), according to the
manufacturer's instructions. Purified amplification products were sequenced using the 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). The sequences obtained were aligned and
analyzed in the BioEdit™ software and compared with those sequences available on GenBank
Database by Basic Local Alignment Search Tool (http: //www.ncbi.nih.gov/BLAST).

Polysaccharide Capsule analysis

Cell-associated capsular material was purified by the phenol extraction method [18]. Capsule
(CPS) was quantified by determination of uronic acid concentration using the modified carbazole
method, as described by Rahn and Whitfield [19]. Cell-associated capsular material was purified
by the phenol extraction method. Briefly, bacterial cells were cultured for 24h in 5 mL of LB
medium, at 180 rpm, until reaching the value 3.0 on the McFarland scale. This culture was then
transferred to 5mL LB medium until and 2.0 on the McFarland scale. Further, cells were collected
by centrifugation at 5000 x g, 15 min, 5°C. The cell pellet was washed with 1.0 mL of distilled
water and resuspended in 500ul of distilled water (viable cells were determined from this
suspension by plating). After two minutes of incubating the suspension at 68°C, 500pl phenol
were added and incubation continued for another 30 min. After cooling the mixture to room
temperature, 500uL of chloroform were added and the agueous phase was recovered by
centrifugation. The CPS was precipitated from the aqueous phase by adding ethanol at -20°C and
resuspended in 1 mL of distilled water. CPS was quantified as described [18]. All the experiments
were done in triplicates of bacterial cultures. The K. pneumoniae ATCC 700603 was used as
reference strain. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and the average values
compared using Tukey test and the software Assistat version 7.7 beta (http://www.assistat.com)
[20].

Ethical approval

This work was approved by the Ethics Committee of the University of Pernambuco, Brazil
[Reference CAAE: 53611616.1.0000.5192].

Results
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During the collection period, twenty-two cases of K pneumoniae infections were diagnosed in the
Paediatric Oncology Center patients. Of these cases, nine isolates were obtained from
bloodstream infections and were selected for the present study.

The isolates included in the study showed distinct Sequence Types, with only STs 502 and 17
being detect in two isolates each (Table 1). Moreover, ERIC-PCR results showed a low genetic
similarity between the isolates but grouped together the ones belonging to the same ST (Figure
1). However, despite the genetic variability, all the isolates showed high similarity for virulence.
None presented rmpAor magAgene, but showed all the other virulence genes investigated, except
Kp4, which was negative for uge gene detection. This finding revealed the accumulation of
virulence factors by every bacterial isolate. In addition, it was observed that all the isolates had a
significant higher quantity of capsule, when compared to the reference strain K. pneumoniae
ATCC 700603 (Table 2).

Antimicrobial susceptibility tests showed that 56% were not susceptible to 3™ and 4™ generation’s
cephalosporins. In addition, gentamicin and ciprofloxacin were in vitro ineffective against 44%
and 33% of the isolates, respectively. On the other hand, none of the isolates showed resistance
to carbapenems, amikacin and colistin (Table 1). The analysis of genetic determinants of
resistance revealed the presence of four blassy - ESBL genes in the isolates studied, but the
prevalence of blaskv-11(non-ESBL). In addition, ESBL genes blacrx-mwere detected in six isolates
(Table 1). Together, these gene groups conferred the ability to produce ESBLs to most of the
isolates, except for Kp9.

Discussion

The results presented in this work indicate that the nine K. pneumoniae causing bloodstream
infections had independent origins and did not arise from clonal spread, since we noted that the
more genetically close isolates showed about 60% similarity, while most of them showed less
than 50% similarity. Furthermore, the seven STs identified reinforces the high genetic variability.
According to the Institute Pasteur MLST Database, the ST 502, to which two isolates belonged,
has already been described in three bacterial urine culture samples, in 2013, in Mexico and Brazil,
and later in 2014, in China. In addition, other two isolates shared the ST 17, which has been
described in more than 83 isolates distributed worldwide, since 2013, and can carry cephalosporin
and carbapenem resistance genes. Most of the other STs detected were described in a few isolates
and places, such as ST 196 (North America), ST 978 (South America - Colombia) and ST 1998
(Europe — Netherlands and Ireland). By contrast, ST 111 and ST 11 are often identified in many
isolates worldwide. Particularly, the ST 11, which together with ST258 and ST437 form the clonal
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complex (CC) 258 [21; 22], is widespread in Brazil. It should be noted that ST 11 has been
described since 2011 in this hospital, where it has probably been maintained ever since [23].

An important finding is that despite the big variability, the virulence was not influenced or related
to specific strains or genetic lineage. K. pneumoniae is a pathogen that is known to use its ability
to grow and survive by evading the host defenses instead of suppressing the action of different
components of the host immune system [6]. In view of this, it could be expected that patients with
malignancies, that usually are in treatment with chemotherapy, could be infected by less-virulent
strains. However, all the isolates maintained the most prominent virulence factors for this species.
Based in this finding, it can be assumed that these infections were caused by bacteria already
adapted to the hospital environment, causing opportunistic infections in any of the patients, hence
the importance of maintaining the arsenal of virulence. The presence of genes coding for fimbriae
type | and type Il confers an important selective advantage to the microorganism since it will
provide an improved ability of fixation in both abiotic and biotic surfaces making them more
persistent in patients. However, despite these two adhesines are usually found in almost all K.
pneumoniae isolates, the expression of both is regulated according to the anatomical site [24].
The kfu gene, present on the K. pneumoniae chromosome, is involved in iron uptake and in
humans is more related to invasive than non-invasive clinical strains [15], suggesting the
possibility of these strains being able to cause tissue invasive diseases. The gene wabG is expected
to be present in almost 100% of K. pneumoniae isolates, since strains which lack this gene are
unable to generate the complete structure of LPS [25]. Similarly, the uge gene is considered
essential for K. pneumoniae virulence and in the absence of this gene, the bacteria are unable to
cause infections in experimental animal models [26]. However, in this study, one isolate causing
bloodstream infection did not present this gene, indicating that other factors were effective in
maintaining the virulence of the bacterial isolate. Besides carrying these virulence genes, the
significant capsule production by the isolates reinforces their high virulence capacity. Capsules
are one of the most important factors for virulence, since non encapsulated strains often lose their
virulence ability [6]. In view of the results, the bacterial isolates demonstrated high capacity of

fixation, propagation and persistence.

Regarding antimicrobial resistance, there was no detection of carbapenemase production in the
bacterial isolates. However, the presence of CTX-M cefotaximase, an enzyme commonly detected
in K. pneumoniae clinical isolates, is noteworthy. In addition, other ESBL enzymes from the SHV
group were present. In fact, studies have shown the increased prevalence of third-generation
cephalosporin-resistant isolates in infections involving children [27] and antibiotic resistance has

been related with significantly higher mortality in children with cancer [28].
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Taken together, the results presented in this work highlight the worrying panorama of the common
presence of virulent and resistant K. pneumoniae isolates causing bloodstream infections in the
paediatric oncology patients, despite their genetic heterogeneity. The finding that the bacterial
isolates were able to accumulate independently, factors of virulence and resistance, strongly
shows that efforts need to be undertaken to contain selective pressures in hospital environments,
especially in the oncological sectors, that will be advantageous for a species with such
adaptability.
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Table 1. MIC values, beta-lactamase genes and sequence types (ST) of the K. pneumoniae

isolates.
Isolate MIC (ug/mL)” Beta-lactamase genes ST
AMI CAZ COL FEP ERT MER IMI GEN CIP blasyy  blactx-mlike

Kpl <2 16 <0.5 4 <05 15 2 <1 1 11 2 978
Kp2 <2 16 <0.5 4 <05 <0.25 <0.25 8 <0.25 12 15 502
Kp3 <2 <1 <05 <1 <05 <025 <025 <1 <0.25 62 - 502
Kp4 <2 <1 <05 <1 <05 <025 <025 <1 <025 148 - 17
Kp5 <2 <1 <05 <1 <05 <025 05 <l <0.25 11 2 1998
Kp6 8 8 <05 >64 <05 <025 <0.25 4 <0.25 11 2 17
Kp7 8 8 <05 >64 <05 05 <0.25 4 <0.25 11 15 196
Kp8 <2 <1 <05 <1 <05 <025 <025 <1 <0.5 85 15 111
Kp9 8 >64 <05 8 <05 <0.25 <025 >16 >4 11 - 11

FEP,

“MIC, minimum inhibitory concentration; AMI, amikacin; CAZ, ceftazidime; COL, colistin;
cefepime; ERT, ertapenem; MER, meropenem; IMI, imipenem; GEN, gentamicin; CIP,

ciprofloxacin.

Table 2. Capsule quantification of K. pneumoniae isolates.

Isolate mg uronic
acid/10° cells*
Kpl | 1.330°
Kp2 1.333°
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Kp3 1.307°
Kp4 1.281°
Kp5 1.308°
Kp6 1.332°
Kp7 1.315°
Kp8 1.317°
Kp9 1.259°
ATCC 1.159°
700603

*Averages followed by the same letter in a single column do not differ according
to Tukey test (p<0.01)

Figure 1 caption: Alignment of ERIC PCR profiles of K. pneumoniae isolates

ST
Kp2 502
Kp3 502
Kp7 1906

Kp6 17
| Kps 111
Kp9 11
i Kpl 978
! | Kps 1998

Legend to the Figure 1

Dendrogram generated from ERIC-PCR banding pattern of nine K. pneumoniae
isolates causing bloodstream infections in paediatric oncological patients. Isolate names

and their respective STs are on the right.
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Abstract

Klebsiella pneumoniae is one of the most frequent pathogens causing hospital
infection in hospitalized patients, since it has intrinsic resistance and virulence factors.
Infections caused by these bacteria can result in septicemia and septic shock, which is
triggered by lipopolysaccharides (LPS) present in the bacterial wall stimulating
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neutrophils, macrophages, endothelial cells and muscles to an exacerbated production of
pro-inflammatory cytokines. However, the modulation of this exacerbated response can
be achieved by IL10. The aim of this study is to identify the polymorphisms in immunity
genes related to patients susceptibility to develop hospital infections, and which virulence
factors are present in these pathogens. We analyzed 100 patients for the TNFa -308 G/A,
IL1B-511 C/T, IL6 -174 G/C and 1L10 -1082 G/A polymorphisms, all by PCR method.
The 41 strains of K. pneumoniae from blood cultures were investigated for the presence
of antimicrobial virulence genes by specific PCR. The statistic analyse was performed by
Williams G test, Odds Ratio (OR) with 95%.Quantitative and qualitative variables
were analyzed using the t-student test. Our results revealed that homozygotes for the A
allele in 1L10 -1082 G/A have a four-fold increased risk of developing bacterial infection
compared to heterozygous patients. In addition, we emphasize that 99.6% of K.
pneumoniae are hypervirulent, since they present at least five virulence genes. In
conclusion, our findings revealed that IL10 -1082G/A polymorphism and selected clinical
features may be used as markers for the development of bacterial infection.

INTRODUCTION

The immune response plays a key role in the defense against infectious agents and
constitutes the main impediment to the occurrence of disseminated infections, usually
associated with a high mortality rate. It is also known that, for almost all infectious
diseases, the number of individuals exposed to infection is higher than those which
develop the disease, indicating that most people are able to destroy these microorganisms
and prevent the progression of the disease. In contrast, immunological deficiencies, are
strongly associated with increased susceptibility to infections®.

Hospitalized patients are exposed to a wide variety of pathogenic microorganisms,
especially in the Intensive Care Unit (ICU), where the use of potent and broad spectrum
antimicrobials is the rule and invasive procedures is routine?.

Among the most frequent pathogens causing nosocomial infections in hospitalized
patients, Klebsiella pneumoniae, which can often be considered a Public Health problem
due to its prevalence and high antimicrobial resistance rates?.

The ability of K. pneumoniae to thrive in the environment and at different body

sites is related in large part to its intrinsic ability to regulate the expression of various
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virulence factors that contribute to bacterial pathogenesis, including fimbrial adhesins,
siderophores, S antigens and capsular antigens®.

Immune response cells are the main sources of cytokines and chemokines at the
beginning of infections, which exert their action both in the innate and adaptive phases.
Chemokines, due to their role of attracting cells to the lesion site, are very important in
the host defense process*®.

Infections caused by gram-negative bacteria may result in septicemia and septic
shock, which is extremely serious and associated with a high mortality rate. Septic shock
is triggered by lipopolysaccharides (LPS) present in the bacterial wall stimulating
neutrophils, macrophages, endothelial cells and muscles to exacerbate proinflammatory
cytokines (TNFa, IL1, IL6, IL8) and NO®.

IL1 is an important pro-inflammatory cytokine, which increases plasma platelet,
prostaglandin and NO concentrations. These are potent vasodilators and induce septic
shock* "8,

TNFa (tumor necrosis factor o) plays an important role in the pathogenesis of the
acute inflammatory response, and studies show a relation between the high level of TNFa
and the severity of sepsis*"®.

The gene locus of TNFa is positioned close to TNFB. The SNP (single
nucleotide polymorphism) in the -308 region appears to be of functional significance
because it affects the regulation of TNFa at the transcriptional level®°. Such a
polymorphism present in the promoter region consists of a G (TNFa-308G) in the
most frequent allele and an A (TNFa-308A) in the unusual (wild) allele, which can
modify its gene expression®.

IL6 is another pro-inflammatory cytokine associated with increased
occurrence of shock and death in septic patients. IL6 has a variety of biological effects,
including the activation of B and T lymphocytes and the coagulation system, and the
modulation of hematopoiesis’. In contrast to TNFa and IL1, the injection of L6 by itself
does not produce a sepsis-like state*. A key function of IL6 is the induction of fever and
the mediation of the acute phase response, a systemic reaction to an inflammatory
stimulus that is characterized by fever, leukocytosis, and the release of hepatic acute phase
proteins such as C-reactive protein, complement components, fibrinogen, and ferritin. In
vivo studies in IL6-knockout mice demonstrated that the deletion of the IL6 gene

decreases lung inflammation in a model of acute lung injury and protects from mortality
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and the development of organ failure in a zymosaninduced acute peritoneal
inflammation*"?,

In the promoter region of the IL6 gene located on chromosome 7, there is a
polymorphism with change from G to C at position -174*"1* and another in position
-597 with change from G to A*"l In the intronic region, there are two
polymorphisms, one in position -1753 (C — G), and another in position -2954 (G —
C)*2. with IL6 -174 G/C being the most studied in cases of bacterial sepsis**!.

On the other hand, IL10 is an anti-inflammatory cytokine that decreases the
production of IL1, IL6 and TNFa by monocytes. Changes in serum IL10 levels indicate
little improvement in patients with SIRS* " 11, 1L10 is a cytokine that is produced by
many immune cells, such as monocytes, macrophages, B and T lymphocytes, and NK
cells (Natural killer cells)®. Functional studies widely revealed anti-inflammatory
functions of IL10. In vitro, IL10 suppresses the production of proinflammatory mediators,
such as TNFa, IL1, IL6, IFNy, and GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-
stimulating fator), in immune cells*57. In contrast, it was reported that 1L10 has no effect
on the constitutive expression of TGFS, a cytokine with anti-inflammatory properties.
Additionally, IL10 stimulates the production of IL1Ra and STNFRs (Tumor Necrosis
Factor Receptor), thereby neutralizing the proinflammatory actions of 1L1 and TNF*.
These results were supported in vivo. In an experimental murine model, the
administration of recombinant IL10 protein protected mice from lethal endotoxemia, even
when IL10 was injected 30 minutes after the LPS administration*®. In contrast, the
immunoneutralization of IL10 led to elevated levels of circulating TNFa and I1L6 in mice*
and reversed the ability of IL10 to protect mice from lethal endotoxemia®. Despite these
clearly protective effects of IL10 in LPS induced pathologies, the actions of IL10 were
not always beneficial in the CLP model of polymicrobial sepsis. In fact, the inhibition of
IL10 12 hours after CLP markedly improved survival®. However, the administration of
neutralizing 1L10 antibodies at the time of CLP partially exacerbated mortality*. These
findings indicate that the time of anti- IL10 antibody application is crucial for the
outcome, and that IL10 can exhibit protective or harmful effects in the course of
sepsis*5’.

On the other hand, IL10 is an anti-inflammatory cytokine that decreases the
production of IL1, IL6 and TNFa by monocytes. Changes in serum IL10 levels
indicate little improvement in patients with SIRS* > 11, Three SNPs were found in the
promoter region at the following positions: -1082 G/A, -819T/C and -592 A/C*3. The
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polymorphisms of the promoter region, IL10 -592 A and IL10 -819 T are associated
with low IL10 production and a better response to interferony therapy (in hepatitis
C), since SNP -1082 G/A is more related to anti-inflammatory activity during an
infectious process'*. Gowin et al. showed that in GG homozygous patients for the
polymorphism in the region -1082 there are risk of developing septic shock, but no
relationship with mortality was found*>1%15,

In a study by Zeng and colleagues, they investigated whether polymorphisms
in the IL10 gene promoter affect sepsis susceptibility. They showed that the -1082A
allele was associated with lower IL10 production after LPS stimulation and the
development of sepsis after major trauma®®. The aim of this study was to identify the
polymorphisms in the TNFa, ILIPB, IL6 and IL10 genes are related to the
susceptibility of patients to develop hospital infectionsand to characterize Klebsiella

pneumoniae strains by their virulence factors.

RESULTS

The study group consists of 100 individuals with at least two blood samples, with
intervals of 6 hours, positive for the same bacterial species. The study group consisted of
42 female individuals with a mean age of 15.16 years and 58 males with a mean age of
15.55 years, the youngest being 7 days old and the oldest with 28 years. The distribution
of age groups was: 4% infants, 8% pre-school children, 17% school age, 34% adolescent
and 37% young. In general, 51% were pediatric and 49% were adults. A total of 34
patients were admitted to the ICU and submitted to mechanical ventilation, 43 patients
were hospitalized in the oncology sector, and all of them had used antibiotic prophylaxis.
When analyzing the polymorphism results, it was found that, of the 100 patients analyzed
in this study, 11 were heterozygous for all the polymorphisms analyzed. Given that, 74
(CT) were heterozygous for IL13-511, 66 (GC) for IL6 -174, 59 (AG) for IL10 -1082 and
46 (GA) for TNFa-308 as shown in Table 01.

IL1B-511 (C/T) and IL6 -174 (G/C) SNPs did not show the Hardy-Weinberg
equilibrium. On the other hand, for the TNFa -308 (G/A) and 1L10 -1082 (G/A) genes,
the values of the predicted values of the Hardy-Weinberg model for the studied population
were presented, as presented in Table 01. In this study 100 bacterial strains were obtained,
and Klebsiella pneumoniae was the most prevalent (41). These isolates were then

characterized in terms of presence of virulence genes.
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The results showed thatall the isolates were positive for mrkD, fimH, kfu and
wabG, and only one isolate tested negative for uge. In addition, none of the strains were
positive for rmpA and for serotypes K1 and K2. Taken together, these results indicated
that the bacterial isolates showed remarkable homogeneity regarding virulence.(Table
02).

DISCUSSION

Our findings reveal that homozygotes for the A allele in IL10 -1082 G/A have a
four-fold increased risk of developing bacterial infection compared to heterozygous
patients. This finding is consistent with those of Cardoso et al and Abu-Maziad et al, in
which infants with IL10 genotype AA had an increased incidence of late sepsis, while
Treszl et al did not observe a similar association. 1L10 is a potent anti-inflammatory
cytokine that increases the severity of infection in newborns at high levels®®3,
Experimental evidence has shown that 1L10 is a preeminent therapeutic candidate for
irreversible septic shock®. As the allele A of IL10 contributes to the increased risk of
septic shock is unclear. This IL10 -1082 (G/A) SNP is located within the promoter region
of IL10 and is therefore presumed to affect the transcriptional activity of the gene.
Because individuals with the A allele decreased circulating levels of 1L10%, we
hypothesized that AA homozygotes are prone to proinflammatory responses, which favor
septic shock.

Given the functional significance of the -1082 and -592 polymorphisms and the
ATA haplotype, we hypothesized that IL10 promoter polymorphisms would be important
in influencing severity for the development of sepsis and morbidities in patients with
infection by altering the balance of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines.
There were no significant differences in age and gender between the different genotype
groups, which minimized the influence of interfering factors. The cohort of patients was
composed of young patients with a low history of coexisting morbidity. Similar to its
association with I1L10 production, genetic variations at the three loci tend to be associated
with a lower risk of sepsis and morbidity. However, only the -1082 polymorphism showed
statistical association, showing that patients with two A alleles had a significantly greater
susceptibility to sepsis. The finding of no significant difference in the frequency of the
GG genotype may be due to a small number of patients with the GG genotype in the
present study. The results of Stanilova and colleagues®® also revealed that the AA
genotype of the -1082 locus was associated with lower IL-10 production in LPS,
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phytohemagglutinin- or healthy peripheral blood leukocytes stimulated by pokeweed
mitogen. Patients with severe sepsis showed a significant increase in allelic frequency A
when compared to healthy controls. In addition, Gong and his colleagues® reported that
the high production genotype of IL10 -1082 GG protects against organ failure and
mortality in acute respiratory distress syndrome. It is increasingly recognized that the
overall balance between pro-inflammatory and anti-inflammatory responses is important
in the development of sepsis after trauma. Therefore, it is reasonable that the 1L10 -1082
producing AA genotype can be used as a relevant risk estimate for organic dysfunction
and sepsis. On the other hand, this is not consistent with the report by Schroeder and
colleagues, who showed that the -592 polymorphism, but not -1082, was associated with
morbidity in patients with significant trauma®. The different populations of patients
studied may explain this discrepancy. The different populations of patients studied can
explain this discrepancy, sometimes the studied population is mixed, in which case the
SNPs in the IL10 gene can influence the expression of protein differently between ethnic
groups or even between individuals®®.

Zeng and colleagues performed a combination of results showing that patients
with 2 ATA haplotypes have higher morbidity rates, but this is not statistically significant,
although it is significantly associated with lower IL10 production. This is in agreement
with previous reports®’. This suggests that there is a lack of synergism between the
polymorphisms -1082, -819 and -592 in relation to the development of sepsis in trauma
patients. Other pathogenic factors should also be considered when explaining the current
results. An important factor is the polygenic and multifactor involvement in the
pathogenesis of sepsis and dysfunction of multiple organs after trauma®. In fact, there is
increasing evidence indicating that genetic polymorphisms of other genes are associated
with the occurrence of posttraumatic complications, such as IL-1p, TNFa, heat shock
protein 70, IFNy and IL-18%%40. Susceptibility to sepsis and organ dysfunction in patients
with infection may be the result of a combination of numerous genetic polymorphisms.
Although our analyzes did not show statistical significance of TNFa -308 G/A with the
risk of developing bacterial infection. Wang et al., Carried out a broad analysis of the -
380 G/A TNFa polymorphism, they showed that the presence of this TNFa
polymorphism contributes significantly to the risk of sepsis and septic shock, but not to
risk of sepsis-related mortality. Thus, this polymorphism appears to be a risk factor for
sepsis, but not a predicted mortality®. According to some researchers the -308 G/A

polymorphism in the TNFa gene has been shown to positively regulate the transcription
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gene, leading to higher levels of expressed protein in the serum®®. Elevated TNFa levels
increase the inflammatory response and lead to multiple phenotypic and functional
characteristics of sepsis; they also induce apoptosis and reduce immunity responsiveness
and cellular function®.

Our sample, despite being a convenience sample, was considered adequate and is
within the standard of several polymorphism studies for the studied population®®, only
has a size of 100 patients. Within this population, 41 samples were also studied for the
presence of bacterial virulence gene, in order to know if the presence of gene could
contribute to the success in the infection by strains of the species Klebsiella pneumoniae,
since these are the most frequent organisms in hospital unit causing infection in patients*.
The strains of our study were considered hypervirulent, a phenotype similar to that
described by Xu et al., Where they describe strains accumulating at least three genes for
distinct virulence factors, our strains, except for the Kp4 isolate, which does not present
the uge gene, present at least five distinct virulence genes in their constitution, which
together make them capable of being resistant to the host's immune system. This
phenotype of hypervirulence is not common in clinical isolates, since bacterial strains that
carry many mechanisms of resistance do not tend to accumulate mechanisms of virulence,
mainly because they undergo different selective pressure processes*. It is important to
note that seven patients studied for bacterial virulence factors, in addition to presenting
five virulence genes were also homozygous AA to IL10 -1082, data not shown, this
profile may further facilitate the susceptibility to bacterial infection, since several factors
could be acting together and destabilizing the immune system of these patients, new
studies are needed to confirm the clinical relevance of IL10 promoter polymorphisms in
a larger cohort of patients with bacterial infection and to investigate the relationship of
these SNPs with other genetic polymorphisms in the prediction of patients with bacterial

infection in the blood and other factors bacterial virulence.

CONCLUSION

In conclusion, our findings revealed that IL10 -1082G/A and selected clinical
features may be used as markers for the development of bacterial infection. Therefore,
prognostic models including these biomarkers appear may allow the early identification
of sepsis patients, and prevent it from becoming a septic shock. Although other studies
are needed to evaluate the accuracy of these data in different populations and with other
bacterial species. In this context, we speculate that IL10-induced immunosuppression
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may have a more significant impact on the restriction of infection than on the outcome of
sepsis. Finally, we believe that the enrichment of the ICU portfolio through the
incorporation of strategies such as the genetic test for biomarkers of therapeutic response
can improve the outcome of patients with sepsis and relieve the demand in the ICU in the
future.

In fact, sepsis is a complicated clinical syndrome resulting from interactions
between genotype and environment. Studies should also seek high-quality
methodological and genotype distributions in the controls should be confirmed to satisfy
functional studies that take into account genetics and environmental factors. The results
of this work may help improve the risk assessment and precision treatment of patients
with bacterial infection.

MATERIALS AND METHODS

The study group consisted of 100 patients (convenience sample within one
year) from a public university hospital in Recife, Brazil, which were originated from
the spontaneous demand to laboratory investigation for the presence of bacterial
infection in the blood stream, from January 2017 to December 2018. For the controls
patients we evaluate 200 samples from with negative blood cultures. The human
DNA samples were obtained from the blood culture vials (BACT/ALERT®FA Plus).
The DNA was stored in at -20°C until PCR-RFLP and PCR-ASA polymorphisms
analysis using primers and specific conditions for these genes: TNFa!®, IL1BY, 1L6™®
and IL10%°. The data obtained were analyzed by statistical tests: differences in the
allele and genotype polymorphisms frequencies between patient and control groups
were a compared using the Williams G test at a significance level of 5%. The Odds
Ratio (OR) with 95% confidence intervals (Cl) was used to verify the association
between allelic and genotypic frequencies of the polymorphisms in order to
determine if they are involved in the risk of developing bacterial infection.
Associations were considered significant when p <0.05. The Chi-square test (y2) was
used to verify if the observed genotypic frequencies, adjusted with their expected,
agree with the Hardy-Weinberg equilibrium hypothesis. Quantitative and qualitative
variables were analyzed using the t-student test.

Bacterial analyzes were performed for 41 isolates of Klebsiella pneumoniae

collected from the blood cultures. Identification and antimicrobial susceptibility tests
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were performed by automated system (Vitek 2 Compact BioMerieux). These isolates
were stored in Mueller Hinton broth medium containing 15% glycerol at -80°C.

The virulence genes were investigated throughout the study by conventional
PCR according to the authors: fimH - fimbriae type |1 e mrkD - fimbriae type 3%;
rmpAZ?L; kfu??; wabG? and uge?*. Capsular antigens for capsular genes of types K1%° and
K228 were also investigated.

The ethical aspects are in accordance with Resolution 466/2012 of the National
Health Council, where bioethical principles were respected. The project was approved by
the Ethics Committee of the University of Pernambuco, Brazil where this work was
performed (CAAE 53611616.1.0000.5192).
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TABLE 1. Distribution of allele and genotype frequencies and odds ratio of the

interleukins polymorphisms in patients with bacterial infection and controls.

Genotype Patients Control % OR 05%% Cl o
n=100(%) n=200(%)

TNFa
GG 35 (35) 69 (34.5) 1 -
GA 46 (46) 98 (49) 083 0.92 0.54-158  0.8839
AA 19 (19) 33 (16.5) 1.13 0.56-2.27 0.8583
GA+AA 65 (65) 131 (65.5) 0.97 0.59-1.61 0.9658
IL1B
cC 14 (14) 46 (23) 1 -
CT 74 (74) 129 (64.5) 015 1.88 0.97-3.65 0.0825
TT 12 (12) 25 (12.5) 1.57 0.63-3.92 0.4552
CT+TT 86 (86) 154 (77) 1.83 0.95-3.52 0.0922
IL6
GG 22 (22) 58 (29) 01 1 -
GC 66 (66) 114 (57) 1.52 0.85-2.71 0.1937
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320

321

cC 12 (12) 28 (14) 112 0.48-260  0.9429
GC+CC 78 (78) 142 (71) 144  0.82-254  0.2485
IL10

GG 23 (23) 73 (36.5) 1 -
GA 59 (59) 104 (52) oos 072 036145 04654
AA 18 (18) 23 (11.5) 040  0.8-0.87  0.0331
GA+AA 77 (77) 127 (63.5) 059  0.30-1.15  0.1717

a: Test G Williams; OR: Odds Ratio; Cl: Confidence Interval; °: Odds Ratio.
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TABLE 2. MIC values, beta-lactamase genes, sequence typing of the Klebsiella

pneumoniae isolates

VIRULENCE GENES?

ISOLATE
fimH mrkD kfu wabG uge rmpA
Kpl + + + + + -
Kp2 + + + + + -
Kp3 + + + + + -
Kp4 + + + + - -
Kp5 + + + + + -
Kp6 + + + + + -
Kp7 + + + + + -
Kp8 + + + + + -
Kp9 + + + + + -
Kpl0 + + + + + -
Kpll + + + + + -
Kp12 + + + + + -
Kpl3 + + + + + -
Kpl4 + + + + + -
Kp15 + + + + + -
Kp16 + + + + + -
Kpl7 + + + + + -
Kpl8 + + + + + -
Kp19 + + + + + -
Kp20 + + + + + -
Kp21 + + + + + -
Kp22 + + + + + -
Kp23 + + + + + -
Kp24 + + + + + -
Kp25 + + + + + -
Kp26 + + + + + -
Kp27 + + + + + -
Kp28 + + + + + -
Kp29 + + + + + -
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Kp30 + + + + +

Kp31 + + + + +
Kp32 + + + + +
Kp33 + + + + +
Kp34 + + + + +
Kp35 + + + + +
Kp36 + + + + +
Kp37 + + + + +
Kp38 + + + + +
Kp39 + + + + +
Kp40 + + + + +
Kp41l + + + + +

afimH (fimbria type I), mrkD (fimbria type 3), kfu (iron uptake system), wabG (biosynthesis of LPS),

uge(operon of urease), rmpA (hypermucoviscosity).
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