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RESUMO 

Klebsiella pneumoniae, na condição de patógeno oportunista, causa 
infecções principalmente em recém-nascidos, idosos e pacientes 
imunocomprometidos por doenças crônicas como diabetes, etilismo, 
neoplasias, e tem exercido papel relevante nas infecções hospitalares. 
Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva e os submetidos a 
procedimentos invasivos ou à terapia com antimicrobianos beta-lactâmicos, 
estão mais predispostos a processos infecciosos por K.pneumoniae. Os 
tratos urinário e respiratório são mais acometidos por este microrganismo, 
embora apresente, com freqüência, infecções relacionadas ao uso de cateter 
e sepses. Com o objetivo de caracterizar, fenotípica e molecularmente, 75 
isolados de K.pneumoniae obtidos de diferentes materiais clínicos, foram 
analisados quanto ao perfil de suscetibilidade e produção de ESBL, bem 
como quanto à presença de fatores de virulência. Para tanto, foram 
estudados 25 isolados provenientes de pacientes hospitalizados portadores 
de infecções, 25 isolados de pacientes internados e colonizados por 
K.pneumoniae, 25 isolados procedentes de indivíduos saudáveis da 
comunidade extra-hospitalar. Entre os isolados hospitalares observou-se a 
produção de K.pneumoniae predominantemente com fenótipo mucóide, 
embora o gene kpsll, que codifica para cápsula do sorotipo K2 de Klebsiella, 
tenha sido encontrado em 8% desses isolados e em nenhuma amostra da 
comunidade. As cepas de K.pneumoniae investigadas, apresentaram 
elevada prevalência de ESBL (72%) entre os isolados hospitalares. A 
totalidade dos isolados comunitários mostrou perfil de sensibilidade 
acentuado e nenhuma produção de ESBL. As seqüências gênicas b/aTEM e 
b/acrx-M foram predominantes entre os produtores de ESBL. Os genes fimA 
e fimH, que codificam fímbria tipo 1, tiveram distribuição eqüitativa (60%, 
52% e 48%, respectivamente), entre os grupos, enquanto que os isolados de 
K.pneumoniae obtidos de infecção, mostraram maior prevalência do gene 
iutA , codificador do receptor para aerobactina. Da mesma forma, os genes 
mrkA e mrkD, que codificam para pilina e adesina da fímbria tipo 3 de 
Klebsiella, respectivamente, foram observados em maior prevalência entre 
os isolados hospitalares (84%). Conclui-se que isolados infecciosos de 
K.pneumoniae apresentaram maior número de genes envolvidos na 
patogenicidade, sugerindo que este microrganismo está capacitado a romper 
as barreiras naturais de defesa do hospedeiro. 
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ABSTRACT 

Klebsiella is well known to most clinicians as a cause of community­
acquired bacterial pneumonia, ocurring particularly in chronic alcoholics. The 
majority of Klebsiella infections, however, are nosocomial. As opportunistic 
pathogens, Klebsiella ssp. primarily affect immunocompromised individuais 
who are hospitalized and suffrer from severe underlying diseases such as 
diabetes mellitus or chronic pulmonary obstruction. Nosocomial Klebsiella 
infections are largely caused by K.pneumoniae. The urinary tract is the most 
common site of infections. Klebsiella is the secon cause of nosocomial 
Gram-negative bacteremia. ln pediatric wards, nosocomial Klebsiella 
infections are especially troublesome, particularly in premature infants and 
intensive care unit patients. The aim of this study was to investigate the 
antibiotic-resistant strains, extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) 
producing strains, and virulence genes among 75 strains of K.pneumoniae 
isolated from nosocomial infections (25), hospitalized patients without 
infections (25), and from comity carriers outside of the hospital (25). Among 
the K.pneumoniae isolates obtained in the hospital there was a 
predominance of strains with a mucoid phenotype, even though the kpsll 
gene, which codes for the capsule found in the K2 Klebsiel/a serotype, was 
found only in 8% of these isolates, and in none of the samples obtained in 
the community. The K.pneumoniae nosocomial strains studied presented a 
high prevalence of ESBL production (72%). AII of the community obtained 
isolates presented a highly susceptible profile and none produces ESBL. 
Among ESBL producing strains, the b/aTEM and the b/acTX-M genes were 
predominant. The fimA and fimH genes, that code for type 1 fimbriae showed 
an equitative distribtion between the groups, however, the nosocomial 
K.pneumoniae isolates presented a greater prevalence of the iutA gene, 
which codes for the aerobactin receptor. Likewise, the mrkA and mrkD genes 
that code for the type 3 Klebsiella fimbriae pilin and adhesin, respectively, 
were observed with a higher prevalence among nosocomial isolates. lt can 
be concluded that K.pneumoniae clinica! infection isolates present a higher 
number of genes involved in pathogenicity, which suggests that this kind of 
isolate is able to break the natural defense barriers of the host organism. 
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1 - INTRODUÇÃO 

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo com relevância 

crescente nas infecções hospitalares e na condição de patógeno oportunista, 

freqüentemente causa infecções em pacientes imunocomprometidos. Neste 

sentido, as populações de maior risco incluem os recém-nascidos (RN), 

pacientes cirúrgicos, portadores de neoplasias e diabetes. Surtos 

hospitalares provocados por organismos multiresistentes a antibióticos, 

como cepas de K.pneumoniae produtoras de beta-lactamases de espectro 

estendido (extended-spectrum beta-/actamases - ESBL), têm sido relatados 

em diversos países nos últimos anos. Sua importância se traduz, 

principalmente, pelas limitações terapêuticas apresentadas e pelo 

significativo impacto na prática clínica, por esses microrganismos estarem 

relacionados a altas taxas de morbidade, mortalidade e tratamento hospitalar 

oneroso. 

O gênero Klebsiella é membro da família Enterobacteriaceae no qual 

as espécies K.planticola, K.terrigena e K.omithinolytica (ABBOTT, 1999), são 

raramente obtidas de amostras humanas e, por terem sido isoladas 

preferencialmente do ambiente, são consideradas espécies ambientais 

(PODSCHUN et ai, 2001 ). No entanto, as espécies K.oxytoca e 

K.pneumoniae, incluindo as subespécies pneumoniae, rhinoscleromatis e 

ozaenae, são freqüentemente isoladas de materiais biológicos humanos 

(ABBOTT, 1999; FARMER 111, 1999; KONEMAN et ai, 2001). 

Amostras de Klebsiella desenvolvem-se na maioria dos meios de 

cultivo rotineiramente utilizados para diagnóstico laboratorial e, quando 

inoculadas em meios sólidos, apresentam-se como colônias grandes e 

úmidas com aspecto mucóide, por serem bactérias habitualmente 

capsuladas. Em ágar MacConkey as colônias adquirem coloração róseo-
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avermelhada com difusão do pigmento para o ágar em conseqüência da 

fermentação da lactose (KONEMAN et ai, 2001). 

Na coloração de Gram, Klebsiella apresenta-se morfologicamente 

como bacilos ou cocobacilos Gram-negativos isolados. Este gênero 

compartilha com os demais membros da família Enterobacteriaceae 

características comuns, tais como: serem anaeróbios facultativos, não 

formadores de esporos, fermentarem a glicose com ou sem produção de 

gás, reduzirem o nitrato a nitrito e serem oxidase-negativa. A maioria das 

cepas de K.pneumoniae hidrolisa a uréia pela produção de urease e 

descarboxila a lisina, mas não a arginina e ornitina. No entanto, a utilização 

do citrato como fonte de carbono e também a produção de butilenoglicol 

como produto final da fermentação da glicose (teste de Voges-Proskauer­

positivo), são características incomuns para as subespécies rhinoscleromatis 

e ozaenae (FARMER Ili, 1999; KONEMAN et ai, 2001). 

As espécies do gênero Klebsiella estão amplamente distribuídas na 

natureza. Podem ser encontradas na água, no esgoto, no solo e nas plantas 

(KONEMAN et ai, 2001 ). São isoladas, também, como colonizantes do 

ambiente hospitalar em pisos, pias, germicidas e equipamentos inalatórios 

(HOBSON et ai, 1996). São encontradas, ainda, na superfície mucosa de 

mamíferos como cavalos e suínos, além do homem (PODSCHUN et ai, 

2001). 

Em seres humanos, K.pneumoniae está presente como microbiota de 

mucosas da nasofaringe e do trato gastrintestinal, sendo que as taxas de 

portadores variam consideravelmente em diferentes estudos. A detecção de 

K. pneumoniae na nasofaringe varia de 1 a 6% da população (DAVIS e 

MATSEN, 1974; ROSENTHAL e TAGER, 1975 apud PODSCHUN e 

ULLMANN, 1998). Como microbiota do trato gastrintestinal, K.pneumoniae 

tem sido isolada de 5 a 38% da população (ROSE e SCHREIER, 1968; 

THOM, 1970 apud PODSCHUN e ULLMANN, 1998) e raramente é 
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encontrada como microbiota da pele, na população em geral, uma vez que 

este sítio não oferece boas condições para o desenvolvimento de bactérias 

Gram-negativas (ROSEBURY, 1962 apud PODSCHUN e ULLMANN, 1998). 

No ambiente hospitalar, as taxas de colonização por K. 

pneumoniae aumentam em razão direta ao tempo de internação do paciente 

(PENA et ai, 1998). São relatados percentuais de até 77% nas fezes, 19% 

na orofaringe e 42% nas mãos (DAVIS e MATSEN, 1974). Altas taxas de 

colonização por Klebsiella podem estar mais associadas ao uso de 

antimicrobianos do que com os procedimentos hospitalares em si (POLLACK 

et ai, 1972). Porém, há evidências de que alguns procedimentos invasivos 

em pacientes hospitalizados, como utilização de cateter vesical e/ou 

intubação para ventilação mecânica, sejam fatores de risco para colonização 

por K.pneumoniae (PENA et ai, 1998; PIROTH et ai, 1998). Pacientes com 

algumas patologias, como alcoolismo crônico e diabetes, apresentam taxas 

de 35% e 36% de colonização de K.pneumoniae na orofaringe, 

respectivamente. Fato que favorece o desenvolvimento de pneumonia por 

este microrganismo (GREENE, 1996). 

A facilidade para colonizar mucosas privilegia K.pneumoniae como 

patógeno oportunista (BABINI e LIVERMORE, 2000). Infecções por este 

agente comprometem, principalmente, o trato urinário e o trato respiratório, 

levando à bacteremia severa e à pneumonia aspirativa, com altas taxas de 

morbidade e mortalidade (JARVIS, 1996). A pneumonia adquirida na 

comunidade, principalmente por indivíduos etilistas crônicos e com 

comprometimento da função pulmonar, acontece na maioria das vezes, em 

virtude da dificuldade destes pacientes em eliminar as secreções das vias 

aéreas superiores, sendo este material aspirado para as vias aéreas 

inferiores, causando a infecção (HANSEN et ai, 1999). 

As infecções pulmonares são quase sempre caracterizadas pela 

evolução rápida e a ocorrência de abscesso pulmonar, indica uma 
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complicação do quadro clínico. Estas infecções podem estar associadas 

ainda, à destruição necrótica dos espaços alveolares, formação de 

cavidades e produção de escarro hemóptico. Situações clínicas como estas, 

limitam a instituição de terapia antibacteriana efetiva (MATHAI et ai, 2001; 

CORTÊS et ai, 2002). 

Dentre a variedade de infecções extrapulmonares associadas à 

K.pneumoniae, a infecção urinária, tanto em crianças quanto em adultos, é a 

mais prevalente (KIL et ai, 1997). A meningite é observada em neonatos 

portadores de derivação ventrículo-peritoneal e em pacientes com 

procedimentos neurocirúrgicos de grande porte, relacionados ou não a 

extravasamento de liquido cefalorraquiano (FANG et ai, 2000). 

K.pneumoniae também pode causar endocardite (ANDERSON e JANOFF, 

1997), infecções dos tecidos moles, feridas cutâneas e enterite (HANSEN et 

ai, 1999). 

Os principais fatores de risco para se adquirir infecção por K. 

pneumoniae sugeridos na literatura, são: colonização prévia por Klebsiella; 

tempo prolongado de hospitalização, principalmente em Unidade de Terapia 

Intensiva (UTI); imunodepressão congênita, adquirida ou secundária a 

terapias; cateterismo urinário e irrigação vesical; uso de cateter venoso 

central; utilização prévia de antimicrobianos; presença de patologias 

crônicas como: diabetes, neoplasias, doença pulmonar obstrutiva crônica e 

alcoolismo; idade extrema; prematuridade e baixo peso ao nascer (BONTEN 

e WEINSTEINS, 1996; PODSCHUN e ULLMANN, 1998). 

Outros fatores poderão estar implicados no risco de infecção por 

K.pneumoniae, tais como a ocorrência de leucemia, transplantes, outros 

procedimentos cirúrgicos extensos e lesão medular (SIU et ai, 1999), além 

da residência do paciente em instituições de assistência fechada, tanto 

geriátricas quanto pediátricas (TRAUB et ai, 2000). 
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Considerando-se que os quadros infecciosos ocasionados por K. 

pneumoniae são precedidos pela colonização prévia do hospedeiro, vale 

ressaltar que a freqüência da exposição, bem como o aumento no número 

de colonizantes, podem predispor à infecção, principalmente frente a 

desequilíbrios no estado imunológico do hospedeiro. Sendo assim, 

condições que permitam ou promovam a colonização podem ser 

determinantes no desenvolvimento de infecções hospitalares por este 

agente (BONTEN e WEINSTEIN, 1996; BOYCE, 1996). 

Embora as infecções hospitalares ocasionadas por K.pneumoniae 

também ocorram em enfermarias de queimados e naquelas onde o paciente 

permanece internado por longos períodos (unidades oncológicas e de 

cirurgia cardíaca), as UTI, tanto de adultos quanto de neonatos (UTI-Neo), 

são as unidades hospitalares que proporcionam maior risco para o 

desenvolvimento de infecções por este microrganismo (PIROTH et ai, 1998). 

Isto se deve, provavelmente, pela gravidade das condições clínicas dos 

pacientes de UTI, pelos procedimentos invasivos como: uso de sondagem 

vesical, intubação para ventilação assistida e de cateteres endovenosos, a 

que os pacientes são submetidos (TRAUB et ai, 2000); bem como, pela 

intensiva utilização de antimicrobianos de largo espectro (GALES et ai, 

1997). 

Deve-se considerar ainda que nas unidades neonatais os riscos se 

intensificam pela alta manipulação das crianças durante a hospitalização 

(PIROTH et ai, 1998) e pela habilidade que K.pneumoniae possui para se 

disseminar rapidamente no ambiente hospitalar (BISSON et ai, 2002), quase 

sempre levando a surtos de infecção nas UTI-Neo (HART, 1993; PESSOA­

SILVA et ai, 2003). A colonização intestinal dos RN é a principal fonte de 

K.pneumoniae para a transmissão cruzada, em situações de surto 

(MONTGOMERIE, 1979; PODSCHUN e ULLMANN, 1998). 
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Surtos hospitalares causados por K.pneumoniae estão amplamente 

descritos na literatura (TRAUB et ai, 2000; PENA et ai, 1998; BEM­

HAMOUDA et ai, 2003), sendo que as mãos do pessoal médico e 

paramédico são os principais veículos de transmissão deste agente 

(GONTIJO-FILHO et ai, 1985; HERRUZO-CABRERA et ai, 2001 ), já que a 

colonização de pacientes hospitalizados por microrganismos multiresistentes 

aos antibióticos ocorre, como resultado da seleção destes no trato 

gastrintestinal, pelo uso intensivo de antimicrobianos de largo espectro. 

Os pacientes colonizados tornam-se, então, reservatórios destes 

microrganismos, os quais são, secundariamente, transmitidos pelas mãos da 

assistência e/ou por fômites utilizados nas unidades hospitalares. Desta 

forma, o fato de o paciente estar colonizado, favorece a infecção cruzada e 

torna-se uma das principais razões pelas quais as infecções em UTI são 

difíceis de serem erradicadas (HERRUZO-CABRERA et ai, 2001 ). 

K.pneumoniae pode ter sua transmissão carreada, ainda, por 

produtos farmacêuticos, hemoderivados e/ou por equipamentos médicos 

contaminados (MONTGOMERIE, 1979; GAILLOT et ai, 1998). 

1.1- Suscetibilidade de K.pneumoniae aos antimicrobianos 

K.pneumoniae está entre as espécies mais freqüentemente 

implicadas em infecções hospitalares por cepas resistentes a 

antimicrobianos. Bactérias Gram-negativas desenvolvem esta resistência 

tanto por mutações cromossômicas, quanto pela transferência de material 

genético através de transformação, transdução ou conjugação (PADILLO e 

COSTA, 1999). Essa resistência pode se dar através de um ou mais dos 

seguintes mecanismos: alteração na permeabilidade do envoltório da 

bactéria ao antimicrobiano; efluxo ativo; alteração conformacional e 

bioquímica do sítio alvo na parede celular; surgimento de vias secundárias 

de síntese, e/ou inativação enzimática do antimicrobiano. (SANDERS e 
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SANDERS, 1997, LIVERMORE, 1998). Um dos mecanismos de resistência 

mais utilizados pelas bactérias Gram-negativas é a produção de enzimas 

que hidrolisam antimicrobianos da classe dos beta-lactâmicos, chamadas 

beta-lactamases (JACOBY e MEDEIROS, 1991; LIVERMORE, 1995). 

1.1.1- Produção de enzimas beta-lactamases 

Sabe-se que K.pneumoniae apresenta resistência intrínseca à: 

ampicilina, carbenicilina e ticarcilina, devido à produção de enzimas beta­

lactamases do tipo TEM-1 e SHV-1 (FARMER Ili, 1999; KONEMAN et ai, 

2001 ). TEM-1, a primeira beta-lactamase plasmidial descrita em 

microrganismos Gram-negativos, foi isolada em Atenas no ano de 1963. O 

termo TEM deriva de "Temoniera", nome da paciente de cujo material clínico 

foi isolada a primeira cepa de Escherichia coli produtora desta enzima. A 

enzima SHV-1 foi descrita pela primeira vez em 1972 e assim denominada 

pela característica química apresentada de variar na sua ligação ao grupo 

sulfidrila - sulphidril variable (MEDEIROS, 1995). A codificação das beta­

lactamases do tipo SHV nos demais membros da família 

Enterobacteriaceae, ocorre em plasmídios, enquanto que no gênero 

Klebsiella é, principalmente, cromossoma! (LIVERMORE, 1995). 

As enzimas beta-lactamases TEM-1 e SHV-1 sofreram mutações 

pontuais em seus genes, resultando em alterações importantes no sítio de 

ligação dos beta-lactâmicos e/ou na sua capacidade de hidrólise. Desta 

forma, a nova classe de beta-lactamases gerada, apresenta um espectro de 

ação bastante ampliado ou estendido (extended-spectrum beta-lactamases­

ESBL ou BLEA) sobre os antibióticos beta-lactâmicos, ainda que às custas 

da alteração de um único aminoácido na molécula protéica (HERITAGE et 

ai, 1999). 
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1.1.2- Enzimas ESBL 

As ESBL, além de conferirem resistência frente as cefalosporinas de 

primeira geração (cefalotina e cefalexina) (LIVERMORE, 1995), também 

hidrolisam as cefalosporinas de amplo espectro, que incluem as de terceira 

geração como cefpodoxima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, além das 

cefalosporinas de quarta geração como cefepime e cefpiroma. Conferem 

ainda, resistência aos monobactâmicos, como o aztreonam, que até a 

ocorrência das ESBL, não eram antimicrobianos susceptíveis à ação 

enzimática (BUSH, 2001). 

As beta-lactamases estão divididas quatro grandes classes 

moleculares, de A a D, sendo que nas classes A e C, estão as enzimas de 

maior relevância para a prática clínica (LIVERMORE, 1998). Como 

característica, as classes A, C e D possuem um sítio ativo de serina, 

enquanto que as enzimas da classe B, requerem zinco para sua ação, sendo 

denominadas metaloenzimas (LIVERMORE, 1998; BUSH, JACOBY e 

MEDEIROS, 1995). 

A classificação das ESBL está baseada nas características funcionais 

e moleculares das beta-lactamases, a qual coloca essas enzimas na classe 

molecular A, grupo funcional 2 e subgrupo 2be (BUSH, JACOBY e 

MEDEIROS, 1995). As principais características desse grupo de enzimas 

são: conferir resistência as oxamino-cefalosporinas e monobactâmicos; não 

hidrolisarem as cefamicinas (cefoxitina e cefotetam) e carbapenêmicos 

(imipenem e meropenem); serem sensíveis à ação dos inibidores de beta­

lactamases como o sulbactam, tazobactam e ácido clavulânico (SADER e 

JONES, 1995; WILLIAMS, 1997). As ESBL são codificadas por plasmídios 

transferíveis e são descritas predominantemente em E.co/i, K.pneumoniae e 

Enterobacter sp., embora possam ser encontradas em outros gêneros da 

família Enterobacteriaceae (CROWLEY, 2001). 
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Os genes estruturais codificadores das beta-lactamases do tipo TEM-

1 podem ser b/aTEM-1A e b/aTEM-18 , enquanto a TEM-2 é codificada apenas 

pelo gene b/aTEM-2 (GOUSSARD e COURVALIN, 1999). A beta-lactamase 

do tipo SHV-1 é codificada pelo gene b/asHv e possui um estreito espectro 

de ação com atividade contra penicilinas. SHV-1 foi descrita primeiramente 

por Knothe e colaboradores (1983), como beta-lactamase cromossoma! em 

K.pneumoniae, K.ozaenae e Serratia marcescens. Posteriormente, foi 

descrita em elementos geneticamente móveis e com a substituição de uma 

glicina por serina na posição 238. 

A Cefotaximase CTX-M é uma enzima relacionada à classe A na 

classficação de Bush-Jacoby-Medeiros (1995), de baixa correlação com 

TEM e SHV, guardando apenas 40% de similaridade. Descrita na Alemanha 

e no Leste Europeu no início dos anos 90 (MEN-1 ou CTX-M-1), é hoje 

disseminada em uma vasta área. Estudos filogenéticos da família CTX-M 

revelaram quatro grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8 e Toho. A CTX-M 

tem sido documentada na Argentina, Uruguai e Paraguai, principalmente em 

K.pneumoniae, mas também em E. coli, Proteus mirabilis, Shigella spp., 

Enterobacter c/oacae, Morganella morganii e Citrobacter freundii 

(CASELLAS, 2000). A afinidade das cefotaximases por cefotaxima, chega a 

ser 300 vezes maior que a afinidade por ceftazidima e aztreonam, fato que 

deve ser lembrado no momento da escolha dos substratos utilizados nos 

testes de detecção. (BONNET et ai, 2001; CASELLAS, 2000). Apresentam 

também, sensibilidade ao bloqueio por inibidores de beta-lactamases, 

preferencialmente por tazobactam. 

Vale ressaltar ainda, que a presença de ESBL pode estar associada, 

também, a outros mecanismos de resistência, como a produção de enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos, sulfonamidas, tetraciclina, cloranfenicol 

e as fluoroquinolonas, tornando o microrganismo produtor de ESBL menos 

sensível, inclusive, a essas classes de antimicrobianos (EISEN et ai, 1995; 

QUINN, 2001). 
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Em vista do exposto, a determinação do potencial de resistência de 

K.pneumoniae exige uma avaliação laboratorial criteriosa da suscetibilidade 

aos antimicrobianos utilizados na prática clínica, uma vez que, mudanças na 

epidemiologia deste microrganismo, assim como alterações nas 

características da população internada, podem resultar em terapia ineficaz e 

dispendiosa. 

Além dos mecanismos de resistência aos antimicrobianos, Klebsiella 

sp. também apresenta importantes fatores de virulência. Entre os 

mecanismos de virulência mais encontrados em Klebsiella sp., podem ser 

citados a produção de cápsula (Antígenos K), Lipopolissacarídeos - LPS 

(Antígenos O), proteínas de membrana externa- (Outer membrane protein -

OMP), sideróforos, adesinas fimbriais e não fimbriais, biofilme e a 

capacidade de resistir ao poder bactericida do soro (ALBERT! et ai, 1995; 

LAI et ai, 2000; OTMAN et ai, 2002). 

1.2- Antígenos capsulares 

K.pneumoniae de isolados clínicos geralmente produz grande 

quantidade de polissacarídeo capsular em sua superfície (FAVRE-BONTÉ et 

ai, 1999), o qual é essencial para a sua virulência. (HIGSMITH e JARVIS, 

1985). A cápsula é composta por subunidades repetidas de carboidratos, os 

quais formam várias camadas de estrutura fibrilar que cobrem a bactéria 

como uma espessa capa (AMAKO et ai, 1988), protegendo-a da fagocitose 

por granulócitos polimorfonucleares e da destruição por fatores bactericidas 

do soro (AMERINO et ai, 1992). 

Com base na variabilidade estrutural dos polissacarídeos capsulares, 

Klebsiella sp. tem sido classificada em 77 sorotipos reconhecidos, embora 

muitas cepas sejam relatadas como não tipáveis. Diferentes sorotipos 

variam significativamente quanto à sua patogenicidade e relevância 
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epidemiológica (ORSKOV e FIFE-ASBURY, 1979). A tipagem capsular 

mostra boa reprodutibilidade, sendo capaz de diferenciar cepas de mesma 

origem, embora ocorram freqüentemente reações cruzadas entre os 77 tipos 

sorológicos existentes (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). Sahly e 

colaboradores (2000) demonstraram, através de estudo epidemiológico, que 

70% dos casos de bacteremia por Klebsie/la foram causados por somente 

25 dos 77 tipos sorológicos conhecidos. 

Há divergências quanto à correlação do tipo sorológico capsular e o 

sítio anatômico nos processos infecciosos causados por Klebsiella sp. No 

entanto, o sorotipo K2 apresenta-se como o mais virulento e está 

correlacionado com infecções do trato urinário e respiratório inferior, assim 

como com infecções sistêmicas. Neste, a completa ausência de manose na 

estrutura o qualifica quanto à resistência à fagocitose por macrófagos 

(PODSCHUN e ULLMANN, 1998; LAI et ai, 2000; TSAY et ai, 2002). 

O grau de virulência conferido a um antígeno K em particular está, 

provavelmente, relacionado ao conteúdo de manose da cápsula, uma vez 

que sorotipos com baixa virulência apresentam seqüências repetitivas de 

manose-cx.-2/3-manose ou L-ramnose-cx.-2/3-L-ramnose. Essas seqüências 

são reconhecidas por lectinas da superfície de macrófagos, as quais 

promovem a opsonização independente e os microrganismos opsonizados 

são englobados por estas células (ATHAMNA et ai, 1991 ). 

O papel da cápsula na resposta inflamatória induzida 

experimentalmente, sugere que a mesma suprime as respostas 

imunológicas do hospedeiro, pois inibe a ativação de componentes do 

complemento, especialmente o C3b, permitindo que a bactéria se multiplique 

e cause a infecção (WILLIAMS e TOMAS, 1990). Estudos com 

camundongos infectados por cepas de K.pneumoniae capsulada e mutante 

não capsulado demonstraram respostas imunológicas distintas para os dois 

grupos. A cepa mutante apresentou maior sobrevida, pois foi englobada 
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pelas células epiteliais da mucosa desses animais, estimulou o 

aparecimento de uma grande resposta celular no lavado bronco-alveolar 

(LBA), com produção de altos níveis de fator de necrose tumoral (TNF-a.) e 

interleucina 6 (IL-6). A cepa capsulada, no entanto, bloqueou a resposta 

celular e reduziu o aparecimento de citocinas inflamatórias, confirmando 

desta maneira, o papel da cápsula como imunossupressor (YOSHIDA et ai, 

2000). 

1.3- Aquisição de ferro - produção de sideróforos 

O processo infeccioso depende da eficiência com que o 

microrganismo consegue colonizar, causar alterações patológicas e se 

disseminar a um novo sítio ou, a um outro hospedeiro. Para colonizar o 

patógeno requer a aquisição de nutrientes essenciais para o seu 

crescimento e o ferro é um desses elementos (MIETZNER e MORSE, 1994). 

O ferro é muito importante para todas as células vivas porque participa de 

processos bioquímicos e metabólicos, incluindo a transferência de elétrons 

da cadeia respiratória e a síntese do DNA (GUERINOT, 1994). 

Embora o ferro seja encontrado em abundância nos tecidos e fluídos 

corporais, a quantidade prontamente disponível para a bactéria, na forma de 

ferro livre, é extremamente pequena (WEINBERG, 1979), sendo da ordem 

de 10-18 M (GROSA, 1984), um valor muito aquém do necessário para o 

crescimento bacteriano, cerca de 1 o-a M a 10-6 M (LITWIN e 

CALDERWOOD, 1993). 

A maioria do ferro existente no corpo dos mamíferos está 

complexada, na forma insolúvel, com várias glicoproteínas intracelulares 

(hemossiderina, hemoglobina, mioglobina e ferritina) e com glicoproteínas 

extracelulares (transferrina e lactoferrina existentes no sangue, linfa, outros 

fluídos e na superfície mucosa,). No entanto, em resposta à infecção, o ferro 
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disponível é reduzido nos compartimentos intra e extracelulares 

(WOOLDRIDGE e WILLIAMS, 1993). 

Para superar a limitação do aporte de ferro, as bactérias também 

expressam vários sistemas para captação com alta afinidade por este íon, 

denominados sideróforos. Estes microrganismos são capazes de competir 

com as proteínas do hospedeiro pelo ferro disponível (WILLIAMS et ai, 

1987), bem como sintetizar proteínas de membrana externa que funcionam 

como receptores para os sideróforos e proteínas férricas (GRIFFITHS, 1987 

apud VIDOTTO et ai, 1994; GUERINOT, 1994). 

Vários gêneros da família Enterobacteriaceae sintetizam compostos 

de baixo peso molecular ligantes do ferro que são derivados de dois 

diferentes grupos de quelantes. 1°) derivados do fenolato, representado 

pela enteroquelina ou enterobactina, é um tipo de sideróforo constituído por 

um trímero do 2,3-dihidroxi-benzoil-serina, o qual é hidrolisado pela enzima 

esterase após o término de cada ciclo de transporte do íon 

((MONTGOMERIE, 1984); 2°) derivados do hidroxamato e representados 

pela aerobactina. Este sideróforo apresenta elevada afinidade pelo ferro Ili 

(1023 K), mais estabilidade e melhor solubilidade do que a enteroquelina, 

sendo reciclado depois de cada ciclo de transporte do ferro (WOOLDRIDGE 

e WILLIAMS, 1993). Ambos os grupos de sideróforos são capazes de 

remover o ferro de glicoproteínas como a transferrina e lactoferrina 

(DALL'AGNOL e MARTINEZ, 1999). 

A aerobactina é um composto formado por duas moléculas de lisina e 

uma de citrato. O complexo aerobactina - Fe Ili liga-se a um receptor 

presente na membrana externa da bactéria. Os genes iuc e iutA codificam as 

enzimas responsáveis pela síntese da aerobactina e da proteína receptora 

do complexo, respectivamente. Ambos os genes podem estar situados em 

plasmídios como o Col V ou, no cromossomo, sendo o sistema aerobactina 

regulado pela concentração intracelular de ferro, através do gene 
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cromossoma! fur. As amostras portadoras do sistema aerobactina têm a 

vantagem de crescerem em condições de baixas concentrações de ferro, 

como por exemplo, no tecido subcutâneo, soro e urina (JOHNSON, 1991). 

Proteínas de membrana externa cuja expressão em bactérias 

entéricas é regulada pelo ferro (IROMP), apresentam massa molecular que 

varia de 74 a 84k0a (NEILANDS, 1982). Em K.pneumoniae, a massa 

molecular da proteína receptora da aerobactina apresenta em torno de 

76k0a. Esta IROMP possui funções similares às de 74k0a de E.co/i, uma 

vez que ambas possuem sítios de reconhecimento e de ligação para 

aerobactina férrica (VIDOTTO et ai, 1994). Algumas bactérias não só 

produzem seus próprios sideróforos, mas também receptores capazes de 

ligarem-se a sideróforos produzidos por outros organismos, além de 

possuírem mais de um tipo de sistema captador de ferro. (SAL YERS e 

WHITT, 1994). 

Desta forma, pode-se concluir que sistemas de captação de ferro 

mediados pela aerobactina devem ser contribuintes indiretos da 

patogenicidade do gênero Klebsiella (PODSCHUN e ULLMANN, 1998), pois 

em um ambiente polimicrobiano, K.pneumoniae pode utilizar os sideróforos 

produzidos por outras bactérias em benefício próprio e com menor gasto 

energético. 

1.4- Adesinas, pili ou fimbrias 

O passo inicial para o desenvolvimento de um quadro infeccioso é a 

colonização do hospedeiro e para tanto, os microrganismos devem 

primeiramente aderir às células da superfície mucosa. A aderência 

bacteriana é feita através de estruturas não flagelares conhecidas como 

pilus ou fímbrias e adesinas não fimbriais. Essas estruturas apresentam 

inserção na membrana celular e podem ligar-se às mais diversas estruturas 
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através da interação proteína-carboidrato, em vários epitélios do hospedeiro 

tais como: urogenital, respiratório e intestinal. Tanto fímbrias quanto 

adesinas não fimbriais podem estar presentes em todos os membros da 

família Enterobacteriaceae. (di MARTINO et ai, 1995; JARVIS, 1996; PAN et 

ai, 1997). 

No trato respiratório, a aderência das bactérias leva à diminuição da 

microbiota, com proliferação dos organismos patogênicos, seguido da 

invasão das camadas mais profundas dos tecidos e conseqüente 

desenvolvimento de pneumonia, principalmente em pacientes sob ventilação 

mecânica assistida por período prolongado. Fato este sugestivo de que o 

pilus tipo I atua como mediador da colonização bacteriana nas membranas 

mucosas do hospedeiro (WILLIAMS e TOMAS, 1990). 

K.pneumoniae pode expressar pili tipo 1 (CLEGG e GERLACH, 1987), 

fímbria tipo 3 (GERLACH et ai, 1988, di MARTINO et ai, 1995; SEBGHATI 

et ai, 1998), a adesina CF29K (di MARTINO et ai, 1995) e a fímbria KPF-28 

(di MARTINO et ai, 1996). 

1.4.1- Pilus ou Fímbria tipo 1 

As fímbrias ou pilli tipo 1, são hemaglutininas manose sensível 

(MSHA), comumente encontradas nos seguintes gêneros de 

Enterobacteriaceae: Escherichia, Klebsiella, Shigella sp., Salmonella sp., 

Citrobacter sp., Enterobacter, Edwardsiella, Hafnia, Serratia, Providencia sp. 

e Erwinia (CLEGG e GERLACH, 1987), embora sejam observadas 

diferenças estruturais nas fímbrias apresentadas pelos diversos gêneros 

bacterianos. 

Em Klebsiella sp., a fímbria tipo 1 também é codificada pelo operon 

fim e os genes fimA, B, C, D, E, F, G e H são bastante conservados, como 

a\BL\01ECI>- . 
\d de de Ciências i: am1acêu\1cas 

i:acu a . .,.a,.e de São Paulo 
Unwe!S\u u 
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em E.co/i e apresentam grande similaridade, mas não são idênticos 

(GERLACH et ai, 1989; PODSCHUN et ai, 1993). O gene fimA codifica a 

subunidade estrutural da fímbria; fimC e fimD codificam proteínas 

periplasmáticas pertencentes à família das chaperonas e estão envolvidos 

na montagem e fixação da fímbria. Os genes fimE e fimB determinam a 

variação de fase da expressão fimbrial, controlando a orientação dos pares 

de base do promotor para o gene fimA (ABRAHAM et ai, 1985; DORMAN e 

HIGGINS, 1987). O gene fimF está relacionado com a biogênese da fímbria 

e os genes fimH e fimG codificam duas subunidades protéicas de 29 e 

14kDa, respectivamente, as quais são responsáveis pela íntima adesão a 

receptores D-manose nas células (ABRAHAM et ai, 1985; GERLACH et ai, 

1989). 

Uma vez nos tecidos do hospedeiro, a fímbria tipo 1 pode induzir a 

atividade de opsonização independente do sistema complemento (OFEK e 

SHARON, 1988), conhecida como via selectina. Nesta opsonização, as 

forças de repulsão, que separam os leucócitos das bactérias, estão 

enfraquecidas pelas características hidrofílicas da fímbria, então, a adesina 

liga-se aos receptores contendo manose na superfície dos macrófagos e a 

bactéria é fagocitada (LOCK et ai, 1990). 

1.4.2- Fímbria tipo 3 

A fimbria tipo 3, originalmente descrita como organela de adesão de 

Klebsiella sp. em plantas, é produzida por muitos outros gêneros entéricos. 

Este tipo de fímbria é produzido através da via das proteínas 

transmembranas chaperonas, para formar apêndices fimbriais que são 

rotineiramente detectados pela aglutinação de eritrócitos tratados com ácido 

tânico ou com aquecimento, mas sua expressão é inibida pela presença de 

espermidina (GERLACH et ai, 1989). A hemaglutinação apresentada por 

esta fímbria pode ocorrer na presença ou ausência de D-manose, portanto, o 
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fenótipo de aderência da fímbria tipo 3 é MRHA (GERLACH et ai, 1989; 

SEBGHATI et ai, 1998, LANGSTRAAT et ai, 2001). 

A fímbria tipo 3, codificada por plasmídio, apresenta peso molecular 

em torno de 18.500 a 21 .500Oa (KORHONEN et ai, 1983; OLD et ai, 1985) e 

possui, aproximadamente, 4 a 5nm de diâmetro por 0,5 a 2 µm de 

comprimento (OLD et ai, 1985; GERLACH, 1988). São necessários seis 

genes mrk para a síntese desta fímbria, dos quais a subunidade mrkA 

codifica o principal componente fimbrial de 20,5k0a, a proteína MrkA, 

denominada pilina (LANGSTRAA T et ai, 2001 ). O gene mrkD codifica a 

adesina aglutinina de 34kDa (TARKKANEN et ai, 1998). 

Os outros genes codificam proteínas que facilitam o transporte e a 

organização de subunidades fimbriais da membrana externa de 

K.pneumoniae. Estima-se que a proteína MrkB, de 25k0a, juntamente com a 

proteína MrkC, de 83kOa, estejam envolvidas com a produção da membrana 

da fímbria tipo 3. A proteína MrkF de 14,5kOa, provavelmente, participa da 

"ancoragem" do filamento fimbrial na célula hospedeira (ALLEN et ai, 1991, 

HORNICK et ai, 1995, SEBGHATI et ai, 1998). 

Tem sido ressaltada a habilidade da fímbria tipo 3, específica de 

K.pneumoniae, em se ligar à membrana basal e superfície baso-lateral de 

várias células humanas, tais como: células epiteliais bucais (HORNICK et ai, 

1992); células epiteliais da traquéia e epitélio brônquico (HORNICK et ai, 

1991, HORNICK et ai, 1992); células tubulares e vasos renais (TARKKANEN 

et ai, 1997). A fímbria tipo 3 apresenta, também, importante papel na 

aderência e formação de biofilme e matriz protéica extracelular, 

intensificando a adesão de K.pneumoniae aos tecidos, inclusive a 

superfícies abióticas como próteses e cateteres, facilitando a colonização e a 

infecção (LIVRELLI et ai, 1996; LANGSTRAAT et ai, 2001 ; di MARTINO et 

ai, 2003). 
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2-0BJETIVOS 

2.1- Geral: 

• Comparar fenotipicamente e molecularmente cepas de Klebsiella 

pneumoniae isoladas de amostras clínicas provenientes de 

infecções nosocomiais, com cepas da microbiota hospitalar e da 

comunidade extra-hospitalar. 

2.2- Específicos: 

• Estabelecer o perfil de suscetibilidade de K.pneumoniae aos 

agentes antimicrobianos de uso clínico 

• Detectar, fenotípicamente, a produção de enzimas beta­

lactamases de espectro estendido; 

• Pesquisar seqüências gênicas relacionadas a beta-lactamases de 

espectro estendido (b/aTEM, b/asHv, b/acTx-M); 

• Investigar a presença e peso molecular de plasmídios; 

• Pesquisar seqüências gênicas do receptor de membrana do 

sideróforo aerobactina (iut A); 

• Pesquisar seqüências gênicas relacionadas a adesinas fimbriais 

do tipo 1 (fim A e fím H) e fímbria tipo 3 (mrkA e mrkD); 

• Pesquisar seqüências gênicas relativas ao sorotipo capsular K2 

de K.pneumoniae (Kkps li). 



MATERIAL E MÉTODOS 
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3- MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho foi realizado, primeiramente, no Setor de 

Microbiologia Clínica do Laboratório de Análises Clínicas (LAC), do Hospital 

Universitário Regional do Norte do Paraná (HURNP), do Centro de Ciências 

da Saúde, onde foram desenvolvidas as atividades de seleção, biotipagem e 

antibiograma do agente etiológico em estudo, inclusive a investigação da 

produção de ESBL. 

As técnicas moleculares para investigação da presença dos genes 

dos fatores de virulência, bem como da expressão fenotípica de alguns 

desses fatores, foram desenvolvidas no Laboratório de Biologia Molecular do 

Centro de Ciências Biológicas, da Universidade Estadual de Londrina (UEL), 

sob a co-orientação da professora doutora Marilda Carlos Vidotto. 

3.1- Amostras bacterianas 

3.1.1- Amostras hospitalares infecciosas (Hi) 

As amostras deste grupo foram procedentes de pacientes, de ambos 

os sexos, com idade variando entre oito (8) dias e 79 anos e internados em 

diferentes unidades do HURNP (Tabela 1 ). Os materiais clínicos foram 

colhidos e cultivados com o objetivo de diagnosticar o processo infeccioso 

apresentado pelos pacientes durante a internação e, para tanto, foi utilizado 

para este estudo, apenas um isolado de cada paciente. K.pneumoniae deste 

grupo faz parte do banco de microrganismos multiresistentes do Laboratório 

de Microbiologia Clínica do HURNP. 
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No grupo de amostras Hi estão incluídos 25 isolados de 

K.pneumoniae obtidos de diversos materiais biológicos, sendo que a relação 

e a origem destas amostras estão listadas na Tabela 1. 

TABELA 1- Discriminação e origem dos isolados clínicos que compõem o 
grupo de amostras Hospitalares Infecciosas (Hi), bem como o 
ano em que tais amostras foram obtidas. 

N°·Amostra Dados do Paciente 
Material 
Biológico Sexo Idade Unidade de Internação Ano 

Hi 1 sangue F 65a PSM 2002 
Hi2 cateter M 62a PSC 2003 
Hi3 secr. abdominal F 37a Gineco 1999 
Hi4 secreção pústulas F 8d UTI-Neo 1999 
Hi5 secr. abscesso M 59a PSC 1999 
Hi6 secreção óssea M 61a Ortopedia 1999 
Hi7 sangue F 8d UTI-Neo 1999 
Hi8 secr. conjuntiva! F 3a UTI-Ped 1999 
Hi9 líquido pleural M 38a MI 1999 
Hi10 sangue M 3a Pediatria 2000 
Hi11 cateter F 44a Endócrino 2001 
Hi13 urina M 79a UTI 1999 
Hi17 urina M 31a Clín. Médica 2000 
Hi19 urina F 34a Reumato 2002 
Hi20 urina F 63a PSM 2001 
Hi23 urina F 4m Cirur. Infantil 2003 
Hi24 secr. abscesso M 37a PSC 2003 
Hi29 urina M 4a PSP 2001 
Hi34 fragm.tecido MIE M 17a Cirur. Vascular 2003 
Hi38 urina M 19a PSC 2003 
Hi39 líquido peritonial M 18a PSC 2003 
Hi40 sangue F 18d UTI-Neo 2003 
Hi41 sangue M 9d UTI-Neo 2001 
Hi43 fragm.tecido coxa F 4a Ortopedia 2003 
Hi44 urina F 1m PSP 2003 

Nº·- número dos isolados; F-feminino; M-masculino; a-ano; d-dia; m-mês; PSM - Pronto 
Socorro Médico; PSC - Pronto Socorro Cirúrgico; Secr.- secreção; UTI- Neo - Unidade 
Neonatal de Terapia Intensiva; UTI- Ped - Unidade Pediátrica de Terapia Intensiva; MI -
Moléstias Infecto-contagiosas; UTI -Unidade de Terapia Intensiva; PSP - Pronto Socorro 
Pediátrico; fragm.- fragmento; MIE - membro inferior esquerdo. 
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3.1.2- Amostras hospitalares colonizantes (Hc) 

Neste grupo, estão incluídas 25 cepas de K.pneumoniae obtidas do 

banco de bactérias do Laboratório de Microbiologia Clínica do HURNP. As 

amostras foram isoladas de pacientes de ambos os sexos, com idade 

variando entre três (3) dias a 85 anos, internados em enfermarias e UTI do 

referido hospital. A relação e a origem destas amostras estão listadas na 

Tabela 2. 

Sistematicamente, a Comissão de Controle de Infecção Hospitalar 

(CCIH) determina a coleta de amostras de sangue, urina, secreção traqueal 

e swab retal de todos os pacientes hospitalizados em uma determinada 

Unidade, para fins de vigilância epidemiológica e/ou controle de infecção por 

microrganismos multiresistentes. 

A seleção destas amostras foi feita aleatoriamente, a partir de culturas 

solicitadas ao Serviço Microbiológico de Controle de Infecção Hospitalar 

(SMCIH) do Laboratório de Microbiologia Clínica do LAC, do HURNP, que 

apresentaram positividade para K.pneumoniae, sem que o paciente 

apresentasse infecção de qualquer ordem pelo agente investigado, durante 

a internação, embora tivessem uma ou mais culturas positivas para 

K.pneumoniae. 

Os critérios para inclusão das amostras neste grupo seguiram as 

recomendações do CDC (1998), na qual o paciente deve encontrar-se em 

bom estado geral e sem sinais ou sintomas de infecção. 
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TABELA 2- Discriminação e origem dos isolados clínicos que compõem o 
grupo de amostras Hospitalares Colonizantes (Hc), bem como o ano em que 
tais amostras foram obtidas. 

N°·Amostra Dados do Paciente 
Material 
Biológico Sexo Idade Unidade de Internação Ano 

Hc 1 secreção traqueal F 85a MI 2002 
Hc2 secreção traqueal F 62a UTI 2003 
Hc 3 secreção traqueal M 2m UTI-Ped 2002 
Hc4 secreção traqueal F 1m UTI-Ped 2002 
Hc 5 secreção traqueal F 37d UTI-Neo 2001 
Hc6 secreção traqueal M 14d UTI-Neo 2001 
Hc 7 swab retal F 62a UTI 2003 
Hc 8 swab retal M 56a UTI 2003 
Hc 9 swab retal F soa UTI 2003 
Hc10 swab retal M 30a UTI 2003 
Hc11 swab retal M 85a UTI 2003 
Hc12 fezes F 26a MI 2003 
Hc13 swab retal M 35a UTI 2003 
Hc14 fezes M 45a MI 2003 
Hc15 swab retal F 3d UTI-Neo 2003 
Hc16 swab retal M 2m UTI-Ped 2003 
Hc17 fezes M 1a Pediatria 2003 
Hc18 swab retal F 40a MI 2003 
Hc19 fezes F 50a Reumato 2003 
Hc20 swab retal F 43a UTI 2003 
Hc21 swab retal M 1m UTI-Ped 2003 
Hc22 fezes F 49a Reumato 2003 
Hc23 fezes F 3m Pediatria 2003 
Hc24 secreção traqueal M 59a UTI 2003 
Hc25 secreção traqueal F 7d UTI-Neo 2001 

F-feminino; M-masculino; a - ano; d - dia; m - mês; MI -Moléstias Infecto-contagiosas; UTI -
Unidade de Terapia Intensiva; UTI-Ped - Unidade Pediátrica de Terapia Intensiva; UTI-Neo -
Unidade Neonatal de Terapia Intensiva. 

3.1.3- Amostras comunitárias (Co) 

As 25 amostras de K. pneumoniae incluídas neste grupo, foram 

isoladas de fezes recém-emitidas por pessoas de ambos os sexos, com 

idade variando entre sete (7) dias a 59 anos, que procuraram as Unidades 

Básicas de Saúde (UBS) para consulta de rotina ou para exame 
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parasitológico. Foram visitados os Postos de Saúde do Jardim do Sol, da 

Vila Casoni e da Vila Portuguesa do município de Londrina. Foram 

selecionadas amostras de fezes de consistência pastosa, não diarréica, 

provenientes de pessoas que não apresentaram nenhum tipo de infecção 

aparente, por pelo menos 15 dias antes da coleta da amostra, sendo 

descartada, inclusive, a presença de infecção urinária no período precedente 

à coleta. A relação e a origem das amostras deste grupo estão listadas na 

Tabela 3. 

Nos casos em que o paciente era RN, foi introduzido um swab estéril 

nas fezes, recém-eliminadas, ainda contida na fralda da criança, 

homogeneizando a amostra e inoculando o swab em meio de transporte 

Cary Blair (Apêndice 1.9), o qual foi mantido à temperatura ambiente até o 

processamento. A obtenção das amostras somente foi realizada após a 

mãe, ou responsável pela criança, ter sido esclarecida verbalmente quanto 

aos objetivos da pesquisa e após, se permitida a coleta, foi preenchido e 

assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1), bem 

como o protocolo da pesquisa (ANEXO li). 

3.2- Processamento das amostras 

As amostras dos diferentes materiais clínicos foram processadas no 

Setor de Microbiologia Clínica do Laboratório de Análises Clínicas (LAC), do 

HURNP, seguindo fluxograma e metodologias padronizadas segundo 

ISENBERG et ai (1998). A identificação em gênero e espécie, bem como o 

teste de sensibilidade aos antimicrobianos automatizados foram realizados 

através do sistema MicroScan - WalkAway® (Dade-Behring, West 

Sacramento, CA, EUA), utilizando os painéis para Gram-negativo Neg 

Combo Panei Type 20 (NC20) e Neg/ Urine Combo Type 3 (NUC 3), de 

acordo com as instruções do fabricante. 
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TABELA 3- Discriminação e origem dos isolados clínicos que compõem o 
grupo de amostras Comunitárias (Co), bem como o ano em que 
tais amostras foram obtidas. 

N°·Amostra Dados do Paciente 
Material 
Biológico Sexo Idade Origem da Amostra Ano 

Co 2 fezes F 28d UBS 2002 
Co4 fezes M 8d UBS 2002 
Co5 fezes F 18d UBS 2002 
Co7 fezes F 12d UBS 2002 
Co 8 fezes M 7d UBS 2002 
Co9 fezes M 20d UBS 2002 
Co11 fezes F 11d UBS 2002 
Co13 fezes M 5a UBS 2003 
Co14 fezes F 6m UBS 2003 
Co16 fezes M 1a UBS 2003 
Co34 fezes F 10a UBS 2003 
Co39 fezes M 3a UBS 2003 
Co47 fezes F 8m UBS 2003 
Co53 fezes F 20a UBS 2003 
Co56 fezes F 3a UBS 2003 
Co59 fezes M 6a UBS 2003 
Co62 fezes M 4a UBS 2003 
Co69 fezes M 7a UBS 2003 
Co71 fezes F 1a UBS 2003 
Co74 fezes M 55a UBS 2003 
Co91 fezes F 1a UBS 2003 
Co99 fezes F 12a UBS 2003 
Co111 fezes M 16a UBS 2003 
Co112 fezes M 4a UBS 2003 
_Co120 fezes F 59a UBS 2003 

Nº·- Número de isolados do grupo Co; a- ano; d- dia; m- mês; F -feminino; M-masculino; 
UBS- Unidade Básica de Saúde 
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3.2.1- Cultivo e identificação dos isolados clínicos 

As amostras trabalhadas pela rotina microbiológica e caracterizadas 

como bacilos Gram-negativos em Agar MacConkey - MCA (Difco, Becton­

Dickinson and Co.,Maryland, EUA) (Apêndice 1.2), foram inicialmente 

avaliadas quanto às características coloniais macroscópicas, morfo-tintoriais 

e bioquímicas, segundo técnicas padronizadas (FARMER Ili, 1999), sendo 

estocadas somente aquelas compatíveis com K pneumoniae, ou seja, 

colônias convexas, lactose positivas mucóides e não mucóides. 

As colônias mucóides foram caracterizadas pela viscosidade quando 

tocadas, apresentando um fio contínuo entre a colônia e a alça de platina ou 

swab utilizados. Foram considerados mucóides também, os cultives que se 

apresentaram confluentes pela elevada viscosidade, sem que houvesse 

colônias isoladas sobre o ágar. 

Os swabs contendo amostras de fezes recém-eliminadas 

pertencentes ao grupo Co, foram inoculados imediatamente em meio de 

transporte Cary-Blair, sendo semeados em placas de MCA em período de 

tempo inferior a duas horas após a coleta. As placas já semeadas foram 

incubadas a 37°C por 18 a 24 horas. Foi realizada a análise macroscópica 

das colônias, sendo selecionadas para provas bioquímicas somente aquelas 

que se mostraram lactose-positivas. 

O comportamento bioquímico foi analisado conforme descrito por 

Edward e Ewings (1986), através da utilização dos meios de: a)EPM 

(Apêndice 1.1 O), onde foram observados os testes de fermentação e 

oxidação da glicose, desaminação do L-Triptofano (LTD), produção de 

uréase e de gás sulfídrico (H2S); b)no meio semi-sólido Mlli (Apêndice 

1.11 ), foram analisadas as provas de motilidade, descarboxilação da lisina e 

produção de indol; c)Agar Citrato de Simmons; d) Ornitina; e) Arginina; f) 

Gelatina; g) malonato e h) VP. A identificação do agente foi efetuada tanto 

de forma manual, quanto automatizada. 
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3.2.2- Estocagem das amostras 

Os isolados de K.pneumoniae selecionados de cada grupo de 

amostras foram estocados em microtubos de poliestireno (Axygen Scientific 

/nc. CA, USA), contendo 1,0 ml de Caldo Triptona de Soja- TSB (Apêndice 

1.8), e caldo Luria-Bertani-LB (Apêndice 1.6), com adição de 15% de 

glicerol estéril e armazenadas em freezer -70°C. Todos os ensaios do 

presente estudo foram realizados a partir destes estoques. 

A recuperação das amostras aliquotadas foi obtida pela ativação das 

mesmas em caldo TSB ou caldo LB, dependendo do protocolo investigado, e 

incubadas por 18 a 24 horas a 37°C, em atmosfera ambiente, seguida de 

repique em Agar Sangue (Apêndice 1.5) e Agar MacConkey com nova 

incubação sob as mesmas condições, para confirmação da pureza dos 

estoques. 

3.3-Avaliação da sensibilidade, in vitro, de K.pneumoniae aos 

antimicrobianos. 

Após obtenção de colônias puras foram realizados os testes de 

sensibilidade aos antimicrobianos através dos métodos: a) disco difusão 

segundo Bauer & Kirby (1966); b) microdiluição automatizada pelo sistema 

MicroScan - WalkAway® (Dade-Behring, West Sacramento, CA, EUA); e c) 

os casos duvidosos foram resolvidos com a utilização de fitas de Etest® (AB 

Biodisk, Solna, Suécia), segundo Silva (2000). 

3.3.1- Disco Difusão 

Para cada amostra foi preparada uma suspensão bacteriana em caldo 

Mueller-Hinton - MHB (Difco, Becton-Dickinson and Co., Maryland, EUA) 

(Apêndice 1.7), com padrão de turbidez correspondente a 0,5 da escala de 
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McFarland, utilizando-se turbidímetro DADE (West Sacramento, CA, EUA). 

Após homogeneização da suspensão, a semeadura foi feita em placa (15 x 

150mm) contendo Agar Mueller-Hinton - MHA (Difco, Becton-Dickinson and 

Co.,Maryland, EUA) (Apêndice 1.3), seguindo as normas preconizadas pelo 

National Committee for Clinicai Laboratory Standards (NCCLS, 2002). 

Os discos de antimicrobianos indicados a seguir foram dispensados 

nas placas de MHA: amicacina 5µg (Cecon, Brasil), amoxicilina / ácido 

clavulânico 1 0µg/1 µg (Oxoid, Brasil), cefalotina 1 0µg (Cefar, Brasil), 

cefazolina 30µg (Cefar, Brasil), cefepima 30µg (Cecon, Brasil), cefotaxima 

30µg (Cecon, Brasil), cefotetan 30µg (Cecon, Brasil), cefoxitina 30µg 

(Cecon, Brasil), cefpiroma 30µg (Cecon, Brasil), cefpodoxima 30µg (Cecon, 

Brasil), ceftazidima 30µg (Cecon, Brasil), ceftriaxona 30µg (Sensifar, Brasil), 

cefuroxima 30µg (Sensifar, Brasil), ciprofloxacina 5µg (Sensifar, Brasil), 

gentamicina 1 0µg (Cecon, Brasil), imipenem 1 0µg (Cecon, Brasil) e 

sulfametoxazol / trimetoprim, 1,25µg / 23,75µg (Cecon, Brasil). 

As placas de MHA foram incubadas por 18 a 24 horas, à temperatura 

de 35ºC, medindo-se os halos de inibição do crescimento bacteriano após 

incubação. De acordo com os halos de inibição, as amostras foram 

classificadas em sensíveis, intermediárias ou resistentes, utilizando-se os 

valores de referência para o diâmetro dos halos estabelecidos pelo NCCLS 

2002, contidos no ANEXO Ili. Todas as etapas desse procedimento foram 

realizadas de acordo com a padronização do NCCLS, 2002. 
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3.3.1.1-Triagem de cepas produtoras de ESBL 

Foi realizada a triagem, por disco difusão, das prováveis cepas 

produtoras de ESBL através da leitura do halo de inibição do crescimento, 

bem como por microdiluição, através da determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM), conforme recomendações do NCCLS (2002), 

apresentados na Tabela 4. 

TABELA 4 -Comparação dos pontos de corte de sensibilidade, 
recomendados para antimicrobianos de uso clínico em Enterobacteriaceae, 
que servem de referência para detecção presuntiva de ESBL. 

Outras Enterobacteriaceae 

Antimicrobianos 

Tamanho halo CIM 
(mm)ª (µg/ml)b 

Aztreonam (30µg) ~22 ~8 

Cefotaxima (30µg) ~23 ~8 

Cefpodoxima (10µg) ~ 21 ~8 

Ceftazidima (30µg) >18 ~8 

Ceftriaxona (30µg) ~ 21 ~8 

ªmm, medida do halo de inibição em milímetros; 
bµg/ml, CIM em microgramas por mililitro 
Fonte: NCCLS (2002) 

3.3.2- Microdiluição 

K. pneumoniae, K. oxytoca 
E.coli 

Tamanho halo CIM 
(mm)ª (µg/ml)b 

~28 ~2 

~28 ~2 

~23 ~2 

~23 ~2 

~26 ~2 

Para realização deste teste seguiu-se a metodologia recomendada 

pelo fabricante do sistema automatizado MicroScan-WalkAway® (Dade­

Behring, West Sacramento, CA, EUA). Foram avaliadas as CIM ou MIC 

(Mínima/ Jnibitory Concentration) dos seguintes antimicrobianos contidos em 

cada painel utilizado: amicacina, amoxicilina/clavulanato, ampicilina, 

ampicilina/sulbactam, cefalotina, cefepime, cefotetan, cefotaxima, 
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cefpodoxima, ceftazidima, cefuroxima, ciprofloxacina, gentamicina, 

imipenem, levofloxacina, meropenem, piperacilina, piperacilina/tazobactam, 

ticarcilina/clavulanato, tobramicina e sulfametoxazol/ trimetoprim. 

O ponto de corte (breakpoint) de cada agente antimicrobiano foi 

definido pelo fabricante como sendo a concentração mais baixa que inibia o 

crescimento do microrganismo, através da leitura ótica do sistema 

automatizado. Os valores de referência para os MIC estabelecidos pelo 

NCCLS (2002) estão contidos no ANEXO 111. 

3.3.3- Método do Etest® 

O método do Etest® foi reservado para o esclarecimento de alguma 

dúvida relacionada aos métodos de disco difusão e microdiluição. Para 

tanto, foi preparada uma suspensão bacteriana em MHB, com turbidez 

correspondente a 0,5 da escala de McFarland de cada amostra e semeada 

em placa de MHA. Dentro do intervalo de 15 minutos as fitas de Etest® 

foram dispensadas na superfície do ágar e as placas foram incubadas por 18 

a 24 horas, à temperatura de 35°C. Os antimicrobianos testados através 

dessa metodologia foram: cefotaxima, cefotaxima/ácido clavunânico, 

cefpodoxima/ ácido clavulânico, ceftazidima, ceftazidima/ ácido clavulânico, 

cefepima, imipenem. 

As placas incubadas foram analisadas conforme determinação do 

fabricante e a CIM foi determinada como sendo a primeira concentração 

acima da intersecção entre a fita de Etest® e a zona elíptica de inibição de 

crescimento bacteriano. As amostras foram classificadas como sensíveis, 

intermediárias ou resistentes, de acordo com os limites de sensibilidade 

estabelecidos pelo NCCLS para métodos diluicionais (NCCLS 2002). Todos 

os testes utilizando fitas de Etest® foram realizados rigorosamente de 

acordo com as instruções do fabricante (AB Biodisk, Solna, Suécia). 
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3.3.4- Controle de qualidade dos testes de sensibilidade aos 

antimicrobianos 

Amostras da American Type Cu/fure Collection (ATCC), Klebsiella 

pneumoniae ATCC 13883 e ATCC 10031 , Escherichia coli ATCC 25922 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, foram utilizadas como controle de 

qualidade para todos os testes de sensibilidade realizados neste estudo. 

3.4- Detecção fenotípica da produção de ESBL 

Após o isolamento de colônias puras, foram iniciados os testes para a 

detecção de cepas produtoras de beta-lactamases de espectro estendido, 

através do método de dupla difusão em disco (double-disc synergism -DOS), 

conforme descrito por Jarlier e colaboradores (1988) e do método de 

combinação de discos (MCD), preconizado por M'Zali e colaboradores 

(2000), com algumas modificações. 

3.4.1- Teste da dupla difusão em disco (DOS) 

Para cada amostra foi preparada uma suspensão bacteriana em caldo 

MHB, com padrão de turbidez correspondente a 0,5 da escala de McFarland, 

utilizando-se turbidímetro DADE (West Sacramento, CA, EUA). Após 

homogeneização da suspensão, a semeadura foi feita em placa (15 x 90mm) 

contendo MHA, seguindo as normas preconizadas pelo NCCLS. Em 

seguida, os discos de antimicrobianos foram dispensados na superfície do 

agar conforme ilustrado na Figura 1. No centro da placa foi dispensado o 

disco de amoxicilina (1 0~tg) / ácido clavulânico (1 µg) (Oxoid, Brasil), e, 

distantes 20mm de bordo a bordo deste antimicrobiano, foram colocados 

cuidadosamente os seguintes discos de antimicrobianos beta-lactâmicos: 

cefotaxima 30~tg (Oxoid, Brasil), ceftriaxona 30µg (Oxoid , Brasil), ceftazidima 

30µg (Oxoid , Brasil) e aztreonam 30µg (Oxoid, Brasil). As placas foram 
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incubadas por 18 a 24 horas, à temperatura de 35ºC, sendo a leitura do 

teste feita a seguir. 

G) 

20mm ! 20mm 

ü • • 0 • • @ 

! 
0 

20mm 

1-Amoxicilina/ ácido clavulânico; 2- Aztreonam; 3-Ceftriaxona 

4-Ceftazidima; 5-Cefotaxima 

Figura 1 - Esquema para a disposição dos discos de 

antimicrobianos no teste de dupla difusão (DOS). 

As amostras foram consideradas como produtoras de ESBL quando 

se detectou ampliações e/ou distorções nos halos de inibição do crescimento 

bacteriano por um ou mais antimicrobianos testados, ou ainda, o 

aparecimento de uma terceira zona de inibição irregular (zona fantasma) na 

direção central ou na direção do disco de amoxicilina/ clavulanato, conforme 

ilustrado na Figura 2. Vale ressaltar que uma mesma amostra pode 

apresentar mais de um tipo de beta-lactamase, dependendo da afinidade da 

mesma frente ao substrato a ser avaliado. 
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.rr AMC 

CAZ 

Figura 2- Produção de enzimas beta-lactamases de espectro estendido 
(ESBL). 
As setas indicam DOS positivo ("zonas fantasmas") . 
AMC-amoxicilina/ácido clavulânico (1 0µg/ml/ 1 µg/ml),CTX-cefotaxima (30µg/ml), 
CAZ-ceftazidima (30~19/ml), AZT-aztreonam (30~19/ml). 

3.4.2- Método da combinação de discos - (MCD). 

Para efeito de comparação entre as zonas de inibição do crescimento 

apresentadas pelos discos de cefalosporinas de terceira geração, 

associados ou não com ácido clavulânico, foram utilizados discos de 

ceftazidima (CAZ -30~L9, Oxoid-Brasil), ceftazidima com ácido clavulânico 

(CAZ/AC -10/1µ9, Oxoid-Brasil) e cefotaxima (CTX-30~L9, Oxoid-Brasil) e 

cefotaxima com ácido clavulânico (CTX/AC -10/1 ~LQ, Oxoid-Brasil). 
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Os discos foram dispensados em placas contendo MHA, conforme 

descrito anteriormente, seguindo recomendações do NCCLS. As placas 

foram incubadas por 18 a 24 horas, à temperatura de 35°C. As zonas de 

inibição do crescimento foram medidas em milímetros (mm). A diferença de 

~5mm entre os diâmetros dos halos dos discos de CAZ e CTX sozinhos, 

quando comparados aos diâmetros dos halos das cefalosporinas associadas 

com ácido clavulânico, foi indicativa da produção de ESBL. A Figura 3 ilustra 

um teste positivo para ESBL pelo método da comparação de discos. 

Figura 3- Demonstração da produção de enzimas ESBL pelo método de 
comparação de discos (MCD). 
CAZ -Ceftazidima (30µ9); CAZ/AC - Ceftazidima / ácido clavulânico (10u9/ 1µ9); 
CTX - cefotaxima (30~19); CTX/AC - Cefotaxima/ ácido clavulânico (10µ9/ 1~19) . 
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3.4.3- Método confirmatório da produção de ESBL (Etest®) 

Foram utilizadas fitas de Etest Screen<R>, específicas para detecção 

da produção de ESBL, apenas para os casos em que houve discordância 

entre os resultados da microdiluição e DOS. Para tanto, foi preparada uma 

suspensão bacteriana em MHB, com turbidez correspondente a 0,5 da 

escala de McFarland de cada amostra e semeada em placa de MHA. Dentro 

do intervalo de 15 minutos, as fitas de Etest® foram dispensadas na 

superfície do ágar e as placas foram incubadas por 18 a 24 horas, à 

temperatura de 35°C. Os antimicrobianos testados através desta 

metodologia foram: cefotaxima (0,02 a 32µg/ml), cefotaxima (O, 125 a 

8µg/ml), /ácido clavunânico (2µg/ml), ceftazidima (0,5 a 32µg/ml), 

ceftazidima (O, 125 a 8µg/ml), / ácido clavulânico (2µg/ml) . Foi considerada 

positiva para a produção de ESBL, a amostra que apresentou uma 

diminuição da MIC em duas ou mais vezes a concentração do 

antimicrobiano testado sozinho. 

3.5- Caracterização de plasmídios de isolados de K.pneumoniae. 

Os isolados estocados em freezer -70°C, foram avaliados quanto à 

presença de DNA plasmidial seguindo-se o método de KADO & LIU (1981), 

com algumas modificações. 

As amostras foram recuperadas através do crescimento em LB por 18 

a 24 horas a 37°C, sob agitação constante até a fase estacionária, após o 

que, 1,5ml da suspensão foi dispensado em microtubos novos e estéreis de 

poliestireno (Axygen Scientific lnc., CA, USA) e centrifugado em 

microcentrífuga refrigerada a 4°C (Vision 15.000CFNII- Kyonggi Province, 

Korea) a 14000 x g por 1 O minutos. Desprezado o sobrenadante, o 

sedimento foi ressuspenso em 1ml de tampão Tris-EDTA -TE, pH 8,0 

(Apêndice 2.2). Centrifugado novamente sob as mesmas condições 
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anteriores desprezando o sobrenadante. As células foram ressuspensas em 

1 00µL de tampão TE, pH 8,0. Foram adicionados 400µL de tampão de lise, 

pH 12,45 (Apêndice 2.4) em microtubos novos e estéreis, de poliestireno, 

onde foram depositados 50µL da suspensão de células. O tubo foi invertido 

delicadamente por cinco vezes para homogeneizar a suspensão. A mistura 

foi deixada em banho-maria a 60°C, durante 30 minutos e resfriada em 

banho de gelo. Após este período, foram adicionados 20µL de tampão Tris­

HCI, pH 7,0 (Apêndice 2.1) sendo colocados 500µL da mistura de fenol­

cloroformio saturado (vol/vol) (Apêndice 2.7) e invertido os tubos 

delicadamente por cinco vezes para homogeneizar a mistura. A seguir foi 

centrifugado em microcentrífuga refrigerada a 4°C a 15000 x g por 1 O 

minutos. 

Foram separados 60µL do sobrenadante, misturados a 12µL de ficol­

azul de bromofenol 0,025% (Apêndice 2.5) em TE pH 8,0 e aplicados em gel 

de agarose a 0,8% (Apêndice 1.1 ). A corrida eletroforética foi realizada em 

cuba vertical, processada sob 1 00V e 30mA, por aproximadamente 3 horas 

e corada com brometo de etídio 1,0mg/ml, durante 15 minutos. O gel, depois 

de corado, foi visualizado em transiluminador (/mage Master VOS -

Pharmacia Biotech, Suécia) e as bandas de DNA plasmidial foram 

fotografadas (Thermal lmaging System FTl-500- Fuji Film). 

3.5.1- Cepas referenciais de plasmídios 

Foram utilizadas as cepas referenciais cujos plasmídios apresentam 

massa molecular conhecida, as quais estão relacionadas na Tabela 5. 

Para estimar a massa molecular dos plasmídios observados nas 

amostras de K.pneumoniae testadas, foi utilizado programa SEQAID 11 , 

versão 2.2, (Molecular Genetics Laboratory, Kansas State University), o qual 

está baseado na regressão linear de plasmídios referenciais, fornecendo um 

valor aproximado da massa molecular, segundo RHOADS e ROUFA (1987). 
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TABELA 5- Relação dos plasmídios referenciais utilizados no método de 
KADO e LIU (1981) modificado. 

Plasmídios Cepa M.M Características Origem 
hospedeira (MDa) de resistência 

R27 E.coli V517 110 te Brito et ai, 2001 

JPN11 E.coli V517 66 kn Brito et ai, 2001 

RP4 E.coli V517 34 ap,kn,tc Brito et ai, 2001 

pSa E.coli J53 23 clo,kn,st Datta e Hedges, 1975 

te- tetraciclina; kn- canamicina, ap-ampicilina; cio- cloranfenicol, st- streptomicina 

3.6- Pesquisa de seqüências gemcas relacionadas à resistência 

antimicrobiana e a fatores de virulência de K.pneumoniae, por reação 

em cadeia da DNA polimerase (PCR) 

As reações de PCR foram realizadas para verificar se as amostras de 

K.pneumoniae apresentavam, em seu genoma, as seqüências de genes 

relacionadas à produção de beta-lactamases de espectro estendido dos 

tipos TEM (b/a-TEM), SHV (b/a-sHv) e do tipo CTX-M (b/a-crx-M), cujos 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) estão descritos na Tabela 6. 

Verificou-se também, através das reações de PCR, se as amostras de 

K.pneumoniae apresentavam, em seu genoma, as seqüências de genes 

relacionadas aos vários fatores de virulência, constantes na Tabela 6 . Os 

genes (fimA e fimH) codificam fímbria tipo I de Klebsiella sp., (iutA) , codifica 

o receptor de membrana para o sideróforo aerobactina; (kpsll) codifica a 

cápsula sorotipo K2 de Klebsiella sp., (mrkA e mrkD) codifica fímbria tipo 3, 

Com este propósito, foram utilizados como iniciadores (primers) os 

oligonucleotídeos, também descritos na Tabela 6. 
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TABELA 6 - Seqüências de oligonucleotídeos, tamanho do fragmento 
amplificado (pb) e temperatura de hibridização utilizados para estudo dos 
fatores de resistência e virulência de K.pneumoníae, pela técnica de PCR. 

Tamanho do Temperatura 

Genes Oligonucleotideos 
Produto de de Referências 

PCR hibridização 
(5'----3') amplificado (oC.) 

(pb) 

b/aTEM (F) ATG AGT A TT CAA CAT TTC CG 
716 58 

Pompa-Féria e 

(R) CTG ACA GTT ACC AA T GCT TA Caniça, 2003 

b/asHv (F) GTT ATG CGT TAT ATT CGC C 
950 55 

Preston e 

(R) TT A GCG TTG CCA GTG CTC Venezia,2000 

b/acTX-M (F) CGC TTT GCG ATG TGC CAG 
550 55 

Dutour et ai, 

(R) ACC GCG ATA TCG TTG GGT 2002 

fímA (F) CAG ATC ATT TAT CCC AAC GAC Gerlach et ai, 

(R) TT A CTC GT A CTG CAC TTT GAA C 715 58 1989 

fímH (F) TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG Gerlach et 

(R) GCA GTC ACC TGC CCT CCG TGG 506 63 al,1989 

íutA (F) GGC TGG ACA TCA TGG GAA CTG G Johnson e 

(R) CGT CGG GAA CGG GT A GAA TCG 300 63 Stell, 2000 

Kkpsll (F) TAT TAA TTG CTG ATA CTG TTG Arakawa et ai, 

(R) CAT CCA GAC GAT AAG CAT GAG CA 419 52 1995 

mrkA (F) TCT GCT GCA ATG GCA ACT GCG Allen et ai, 

(R) TCG CGT AGC TGT T AA CCA CAC 560 63 1991 

mrkD (F) TTA TTG GCT TAA TGG CGC TGG Sebghati et ai, 

(R) ATC GTA CGT CAG GTT AAA GAC 943 55 1998 

(F)- sense; (R)-antisense. 

3.6.1- Extração do DNA para PCR 

Para extração do DNA, as amostras bacterianas foram cultivadas em 

caldo LB (Apêndice 1.6), durante 18h a 37°C. Um mililitro da cultura foi 

transferido, sob condições assépticas, para microtubo (Axygen Scientific 

/nc.,CA,USA) e centrifugado em microcentrífuga refrigerada a 4°C (Vision 
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15.000CFNII- Kyonggi Province, Korea) a 13000 x g por um minuto. O 

sedimento foi ressuspendido em 100 µL de água bidestilada estéril e 

submetida à fervura, em banho-maria, durante 1 O minutos. Após o 

resfriamento da solução em gelo, a mesma foi centrifugada a 8.100 x g por 

cinco minutos. Foram transferidos 150µ1 do sobrenadante para novos 

microtubos estéreis e estocados a -20°C até o momento do uso. Todas as 

reações de PCR, do presente trabalho, foram realizadas a partir deste 

estoque. 

3.6.2- Reação de amplificação do DNA 

Cinco microlitros das preparações de DNA, manipulados 

assepticamente e mantidos em banho de gelo, foram homogeneizados com 

20µL de solução contendo 0,2mM de cada nucleotídeo (dNTP), 0,5pM/µL 

dos oligonucleotídeos iniciadores (F)- sense I (R)- anti-sense e 1 U de Taq 

DNA-polimerase (Biotools, B & M Labs, S.A.- UNISCIENCE do Brasil, São 

Paulo -SP, Brasil), em tampão de PCR 10X concentrado (Apêndice 2.8). A 

amplificação do DNA bacteriano foi realizada em termociclador (Gene Amp® 

PCR System 9700, Perkin Elmer, Norwalk, CT). 

Para as reações de PCR, nas quais se pesquisou os genes de 

resistência antimicrobiana utilizou-se o seguinte protocolo: b/aTEM -

denaturação (95°C - 1 min.); hibridização (58°C - 1 min.) e extensão (72°C -

1 min.) por 45 ciclos . Para o gene b/asHv - denaturação (95°C - 1 min.); 

hibridização (55°C - 1 min.) e extensão (72°C - 1 min.) por 30 ciclos. Para o 

gene b/acTX-M - denaturação (95°C - 30 seg.); hibridização (55°C - 30 seg.) e 

extensão (72ºC - 30seg.), por 40 ciclos. 

Quanto às seqüências gênicas, relacionadas aos fatores de virulência 

investigados, as mesmas foram submetidas a reações de 30 ciclos de um 

minuto a 94°C (fase de denaturação), um minuto variando a temperatura de 

hibridização para cada oligonucleotídeo iniciador específico da reação, 
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conforme consta na Tabela 6 e, dois minutos a 72°C (fase de alongamento 

ou extensão). 

3.6.3- Cepas padrão para PCR 

As cepas bacterianas padrões específicos para cada fator de 

virulência, descritas na Tabela 7, foram utilizadas em cada reação de PCR 

realizada. Como controle negativo, foram empregadas a cepa de E.coli 

HB101 e água bidestilada, ultrapura e estéril , em substituição ao DNA. As 

cepas padrão, utilizadas para pesquisa das seqüências gênicas de beta­

lactamases, foram gentilmente cedidas pelo Laboratório Especial de 

Microbiologia Clínica (LEMC), da Escola Paulista de Medicina. 

TABELA 7 - Cepas padrão de bactérias utilizadas para os diferentes 
marcadores de PCR. 

Genes 

epas padrão investigados Marcadores 
Origem 

K.pneumoniae mrkA Pilina da fímbria tipo 3 ATCC 10031 

K.pneumoniae mrkD Adesina da fímbria tipo 3 ATCC 13883 

K.pneumoniae kpsll 
Cápsula sorotipo K2 de ATCC 13993 
K. pneumoniae 

K.pneumoniae fimA Pilina de fímbria tipo 1 ATCC 10031 

K.pneumoniae fimH Adesina da fímbria tipo 1 ATCC 10031 

E.coliV-27 fimA e fimH Fímbria tipo 1 
Johnson e Steel 
(2000) 

E.co/iTEM b/a-TEM Beta-lactamase tipo TEM LEMC/EPM 

E.coli SHV bla sHv Beta-lactamase tipo SHV LEMC/EPM 

P. mirabilis CTX b/acTx-M 
Beta-lactamase LEMC/EPM 
tipo cefotaximase 

E.coli Hb101 Controle negativo das reações 
oyer e Roulland-
ussoix, ! 1969l 

ATCC- American Type Culture Co/lection; LEMC- Laboratório Especial de Microbiologia da 
Escola Paulista de Medicina (EPM)-SP. 
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3.6.4- Análise dos produtos amplificados na PCR 

Após o período de amplificação, uma alíquota de 1 0µL do produto 

amplificado foi utilizada para eletroforese em gel de agarose, cuja 

concentração variou de 1 a 2%, de acordo com o tamanho do fragmento 

amplificado, em solução de Tris-EDTA-Borato (TEB), pH 8,4 (Apêndice 2.3), 

sob voltagem constante de 1 00V, durante 60 minutos, aproximadamente. 

Padrão de peso molecular (1 00pb) (DNA Ladder, lnvitrogen Life 

Technologies, São Paulo, SP. Brasil) foi incluído em cada gel. 

O gel foi corado com solução a 0,5µg/ml de brometo de etídio e 

visualizado em transilumindor de luz ultravioleta (/mage Master VOS, 

Pharmacia Biotech, Suécia). A imagem do gel foi processada pelo programa 

Adobe Photoshop®, versão 5.0, por intermédio do Thermal lmaging System 

-FT/500- Fuji Film. 
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3. 7 - Análise estatística 

A análise descritiva da amostra foi apresentada através da 

mediana, o mínimo e máximo. Para a associação entre as variáveis, nos 3 

diferentes grupos, foi utilizado o teste do Qui-quadrado ou o teste Exato de 

Fisher, conforme suas respectivas indicações. Para calcular a magnitude da 

associação foram utilizados o Odds ratio (OR) e seu respectivo intervalo de 

confiança (IC). Para a comparação das variáveis contínuas, foi utilizado o 

teste de Wilcoxon Rank Test (Wilcoxon Mann Withney). Diferenças 

significativas foram estabelecidas por p<0,05. 



RESULTADOS 
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4-RESUL TADOS 

4.1- Casuística 

As cepas de K.pneumoniae, pertencentes ao grupo Hi utilizados 

nesta pesquisa, foram oriundas de pacientes do sexo masculino, em 52% e 

feminino, em 48%. Os materiais clínicos empregados eram constituídos de: 

urina (32%), secreções (28%), sangue (20%), ponta de cateter (8%), líquido 

pleural (4%), líquido peritoneal (4%) e fragmento de tecido (4%). 

As amostras do grupo Hc foram oriundas de pacientes do sexo 

feminino, em 52% e sexo masculino, em 48%. Os materiais biológicos 

utilizados na pesquisa foram compostos por: swab retal em 44%, secreção 

traqueal em 32% e fezes em 24%. 

K.pneumoniae isoladas do grupo Co foram provenientes de 

pacientes do sexo feminino, em 52% e sexo masculino em 48%. O material 

biológico utilizado no presente estudo foi composto por fezes, em sua 

totalidade. 

4.2- Caracterização colonial e bioquímica 

As amostras de K.pneumoniae de origem Hi, Hc e Co apresentaram 

padrão de colônias lactose positiva mucóides em 80%, 72% e 40%, 

respectivamente, quando subcultivadas em Agar MacConkey e incubadas a 

37ºC por 18 a 24 horas. Conforme análise estatística aplicada através do 

teste do Qui quadrado (X2
) observou-se que a diferença entre os percentuais 

apresentados pelos grupos Hi e Co, quanto ao morfotipo mucóide das 

colônias, foi estatisticamente significativa com p=0,009, Odds ratio (OR) de 

3,86 e intervalo de confiança (IC95%) variando de 1, 18 a 12,6. Da mesma 
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forma, a diferença entre os percentuais demonstrados pelos grupos Hc e Co, 

apresentaram significância estatística com [p=0,046, OR de 6,0 e (IC95% 

variando de 1,69 a 21,26)]. 

A identificação automatizada de todas as amostras forneceu a 

probabilidade de 99,35 a 99,98% para o gênero Klebsíella, espécie 

pneumoníae. Os resultados obtidos, frente aos diferentes substratos utilizados, 

determinaram a presença de cinco biotipos prevalentes, os quais estão 

apresentados na Tabela 8. 

O biotipo 1. considerado padrão para os isolados de K.pneumoníae 

conforme cepa ATCC 13883, apresentou-se sensível frente ao antibiótico 

cefalotina. O biotipo li apresentou identificação bioquímica semelhante ao biotipo 

1, porém, resistente a cefalotina, segundo cepa padrão ATCC 10031 . No biotipo 

Ili, as amostras de K.pneumoníae apresentaram resultado negativo para o teste 

de fermentação do adonitol. O biotipo IV agrupa as cepas de K.pneumoníae que 

se mostraram negativas para o teste de VP. No biotipo V, os isolados de 

K.pneumoníae se mostraram negativos para o teste de ONPG (orto-nitrofenil­

beta-O-galactopiranosídeo) e resistentes a cefalotina. O biotipo VI agrupa cepas 

de K.pneumoníae que apresentam ONPG e VP negativos, enquanto que no 

biotipo VII, a esculina é negativa. No biotipo VIII , os isolados de K.pneumoníae 

apresentam além da esculina negativa, resistência a cefalotina. O biotipo IX 

agrupa amostras de K.pneumoníae que apresentam adonitol e urease negativas. 

No biotipo X, os isolados de K.pneumoníae foram lisina negativa, enquanto que o 

biotipo XI, demonstrou isolados com adonitol e ornitina negativos. O biotipo XII 

agrupa amostras de K.pneumoniae com rafinose negativa. A distribuição e o 

percentual de cada biotipo, nos diferentes grupos, estão demonstrados na 

Tabela 1 do ANEXO IV. 
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TABELA 8- Principais biotipos apresentados pelos isolados de 
K.pneumoniae frente ao substrato investigado. 

Substratos Biotipo I Biotipo li Biotipo Ili Biotipo IV Biotipo V 

(CF-S) (CF-R) (Adonitol -) (VP -) (ONPG-) 

(CF-R) 

Urease 

VM 

VP 

Citrato 

Usina 

Arginina 

Ornitina 

Glicose 

Lactose 

Sacarose 

Adonitol 

Arabinose 

CF 

Esculina 

lnositol 

Malonato 

Melobiose 

Rafinose 

Ramnose 

Sorbitol 

ONPG 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

(-) reação negativa para o substrato após incubação de 24h a 37°C; 
(+) reação positiva para o substrato, após incubação de 24h a 37°C; 
VM - vermelho de metila; VP- reação de Voges-Proskauer; 
CF-S - sensível a cefalotina; CF-R - resistente a cefalotina; 
ONPG- orto-nitrofenil-beta-D-galactopiranosideo 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

A Tabela 9 demonstra os principais biotipos encontrados. Onde o biotipo 

1, sensível a cefalotina, foi o mais freqüente dentro do grupo de isolados Co, com 

44% das amostras, apresentando resultado estatisticamente significativo, com 

[p=0,009, OR=7,45 (IC9s% variando de 1,51 a 69,63)] . As amostras do grupo de 

isolados Hi apresentaram o biotipo 11, resistente a cefalotina, em 48% das cepas, 
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demonstrando significância estatística com [p=0,004 OR=10,62 (IC95% variando 

de 2,05 a 54,95)). O grupo de isolados Hc de K.pneumoniae apresentou 

amostras tanto do biotipo 1 (36%), quanto do biotipo li (32%).Quando 

comparados os percentuais obtidos pelos grupos Hi e Hc, os valores de [p=0,04, 

OR=5,41 (ICss% variando de 1,06 a 50,43)], mostraram-se significativos. 

TABELA 9- Distribuição dos principais biotipos apresentados pelos isolados 
de K.pneumoniae dos grupos Hi, Hc e Co investigados. 

Hi (N=25) Hc (N=25) Co (N=25) Total 

Biotipos N (%) N (%) N (%) N (%) 

(CF-S) 2 (8)ª·6 9 (36t 11 (44) b 22 (29,3) 

li (CF-R) 12 (48t 8 (32) 2 (8)c 22 (29,3) 

Ili (Ad -) 2 (8) 4 (16) 5 (20) 11 (14,5) 

IV (VP-) 2 (8) 1 (4) 4 (16) 7 (9,4) 

V (CF-R) 3 (12) 2 (8) o ( O) 5 (6,7) 

(ONPG -) 

VI (Outros) 4 (16) 1 (4) 3 (12) 8 (10,7) 

N - número de isolados; (%) - percentual; CF-S - sensível a cefalotina; CF-R - resistente a 
cefalotina; Ad(-) - adonitol negativo; VP(-) - Voges Proskauer negativo; ONPG(-) - orto-nitrofenil-
Beta-D-galactopiranosídeo negativo; a - p=0,04; b - p=0,009; e - p=0,004, valores significativos 
estatisticamente (p<0,05). 

4.3- Avaliação da suscetibilidade das amostras de K.pneumoniae aos 

antimicrobianos. 

4.3.1- Método de disco difusão 

As amostras de K.pneumoniae, dos grupos Hi, Hc e Co, foram 

avaliadas frente aos antimicrobianos de uso clínico, através do método de 

disco difusão (Tabela 2 - ANEXO Ili) e o perfil de sensibilidade demonstrado 

para os aminoglicosídeos, beta-lactâmicos, quinolonas e sulfametoxazol/ 

trimetoprim está apresentado na Figura 4. 
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Figura 4- Perfil de sensibilidade demonstrado pelos isolados Hi, Hc e Co 
frente aos antimicrobianos aminoglicosídeos, beta-lactâmicos, quinolonas e 
sulfametoxazol-trimetoprim. 
AMl-amicacina, GEN-gentamicina, CFL-cefalotina, CFU-cefuroxima, CFZ-cefazolina, 
CTX- cefotaxima, CPD- cefpodoxima, CAZ-ceftazidima, CFR- ceftriaxona, CFM-cefepima, 
CFT-cefotetan, CIP-ciprofloxacina, IPM- imipenem, SXT-sulfametoxazol/ trimetoprim. 
# percentuais com significância estatística (P<0,05) . 

* percentuais com significância estatística (P<0,001). 
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4.3.2 - Método de microdiluição 

O perfil de suscetibilidade frente aos antimicrobianos de uso clínico, 

apresentado pelas amostras de K.pneumoniae de origem Hi, Hc e Co, 

analisadas através do teste de microdiluição, foi semelhante ao padrão 

apresentado pelas mesmas amostras quando utilizado o método de disco 

difusão, não havendo discrepâncias entre os resultados. 

As CIM apresentadas pelas amostras de K.pneumoniae dos grupos 

Hi, Hc e Co em estudo, para cada antimicrobiano avaliado pelo teste de 

microdiluição, estão nas Tabelas 3, 4 e 5 dispostas no ANEXO Ili. 

4.3.3- Avaliação fenotípica da produção de enzimas ESBL 

4.3.3.1-Teste da dupla difusão em disco (DDS) 

Das 25 amostras de K.pneumoniae pertencentes aos grupos Hi e Hc, 

18 (72%) e 13 (52%), respectivamente, foram positivas para a produção 

fenotípica de ESBL, através do teste DOS. As amostras do grupo Co foram 

negativas, em sua totalidade, para a produção de ESBL por este teste. 

Nos testes DOS-positivos, o duplo halo ou "zona fantasma", foi 

observado, principalmente, entre os discos de cefotaxima (CTX) e a 

associação amoxicilina/ácido clavulânico (AMC), mostrando a produção de 

ESBL do tipo cefotaximase (CTX-M). Foi exceção o isolado Hc15 que 

mostrou o duplo halo entre o disco de ceftazidima (CAZ) e de AMC, sendo 

confirmado com Etest®. 
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4.3.3.2- Método de comparação de discos (MCD) 

As cefalosporinas de terceira geração, ceftazidima (CAZ) e cefotaxima 

(CTX), isoladas e em associação com o ácido clavulânico (CAZ/AC e 

CTX/AC, respectivamente), foram utilizadas como substratos para indicar a 

produção de enzimas ESBL pelas amostras de K.pneumoniae dos grupos Hi 

e Hc. Os isolados foram considerados produtores de beta-lactamases 

quando a diferença no tamanho do halo de inibição foi~ 5mm. 

A Tabela 10 mostra os tamanhos dos halos (mm) observados para 

CAZ e CTX isoladamente e após a associação com o ácido clavulânico (AC), 

para as 18 amostras de K.pneumoniae produtoras de ESBL do grupo Hi. As 

diferenças nos tamanhos dos halos do grupo Hi foram estatisticamente 

significativas, quando utilizado o Wilcoxon Rank Test (Wilcoxon Mann 

Withney), com [p= 0,003 (IC95% variando de (-)8,02 a(-) 1,76)]. A mediana= 

1mm<9,5 >19mm. 

Da mesma forma, as diferenr;-r.rs nos tamanhos dos halos 

apresentados pela associação com clavulanato nas 13 amostras de 

K.pneumoniae do grupo Hc, mostraram significância estatística, com (p< 

0,001, IC95% variando de (-)11,43 a (-)3,8)]. Mediana=9mm<14,5>20mm. 

Estes dados estão apresentados na Tabela 11. 
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TABELA 10 - Comparação entre os diâmetros dos halos de 
inibição apresentados pelas cefalosporinas ceftazidima (CAZ) e 
cefotaxima (CTX) isoladamente, e em associação com ácido 
clavulânico (AC), frente aos isolados Hi. 

Isolados 
HiESBL 

N=18 
Hi 1 
Hi2 
Hi3 
Hi4 
Hi8 
Hi9 
Hi10 
Hi11 
Hi13 
Hi17 
Hi20 
Hi23 
Hi29 
Hi38 
Hi39 
Hi40 
Hi41 
Hi43 

CAZ 

(mm) 

12 
14 
13 
17 
25 
21 
13 
22 
18 
19 
18 
17 
17 
18 

6 
25 
17 
18 

CAZ/AC 

(mm) 

25 
25 
31 
28 
27 
31 
29 
24 
25 
26 
27 
28 
25 
19 
25 
29 
27 
25 

Diferenças 
tamanhos 

halos 
(mmr 

13 
11 
18 
11 
2 

10 
16 
2 
7 
7 
9 

11 
8 
1 

19 
4 

10 
7 

CTX 

(mm) 

6 
7 

20 
13 
23 
25 

6 
23 
20 

9 
20 
22 
17 
6 
6 

13 
6 

20 

CTX/AC 

(mm) 

22 
25 
35 
31 
33 
35 
25 
33 
29 
25 
29 
33 
35 
20 
26 
27 
24 
29 

Diferenças 
tamanhos 

halos 
(mm)b 

16 
18 
15 
18 
10 
10 
19 
10 
9 

16 
9 

11 
18 
14 
20 
14 
18 
9 

N- número de isolados do grupo Hi; (mm)- milímetros;CAZ- ceftazidima (30µg); CAZJAC­
Ceftazidima (10µg) associada ao ácido ciavulãnico (1 µg); CTX- cefotaxima (30µg); 
CTX/AC- cefotaxima (1 0µg) associada ao ácido clavulãnico (1 µg); 
a-p=0,003-dados estatisticamente significativos (p<0,05)- (mediana= 1 mm<9,5> 19mm 
b-p<0,0001-dados estatisticamente significativos (p<0,05)- (mediana= 9mm<14,5> 
20mm). 
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TABELA 11 - Comparação entre os diâmetros dos halos de inibição 
apresentados pela ceftazidima (CAZ) e cefotaxima (CTX) 
isoladamente e em associação com ácido clavulânico (AC), frente 
aos isolados Hc. 

Isolados 
Hc ESBL CAZ CAZJAC 

N=13 

Hc 1 
Hc3 
Hc4 
Hc 9 
Hc11 
Hc12 
Hc15 
Hc18 
Hc20 
Hc21 
Hc22 
Hc23 
Hc25 

(mm) 

21 
10 
27 
17 
11 
17 

8 
18 
15 
22 
14 
17 
18 

(mm) 

23 
19 
27 
22 
19 
23 
25 
20 
20 
26 
30 
18 
22 

Diferenças 
tamanhos 

halos 
(mm)ª 

2 
9 
o 
5 
8 
6 

17 
2 
5 
4 

16 
1 
4 

CTX CTX/AC 

(mm) 

11 
6 

10 
6 
6 

10 
22 

9 
6 

18 
12 

9 
9 

(mm) 

23 
19 
26 
22 
21 
21 
28 
18 
19 
35 
33 
27 
20 

Diferenças 
tamanhos 

halos 
(mm)b 

12 
13 
16 
16 
15 
11 
6 
9 

13 
17 
21 
18 
11 

N- número de isolados do grupo Hc; (mm)- milímetros; CAZ. - ceftazidima (30µg); CAZ/AC­
Ceftazidima (1 Oµg) associada ao ácido clavulãnico (1 µg); CTX - cefotaxima (30µg); CTX/AC­
cefotaxima (1 Oµg) associada ao ácido clavulãnico (1 µg). 
a-p=0,008- dados estatisticamente significativos (p<0,05) - (mediana=Omm <5>17mm); 
b-p<0,001- dados estatisticamente significativos (p<0,05)- (mediana=6mm <13>21mm). 

4.3.3.2- Detecção de ESBL com Etest<Rl 

50 

O teste confirmatório da produção de enzimas ESBL, por parte dos 

isolados de K.pneumoniae dos grupos Hi e Hc, através do método de 

detecção por Etest(R>, foi realizado apenas para esclarecer as dúvidas 

existentes entre os resultados dos testes de microdiluição e o DOS, 

apresentados pelos isolados Hi 13, Hc 21 e Hc 15, os quais mostraram dois 

morfotipos coloniais diferentes. O Etest® confirmou as avaliações anteriores 

de positividade para ESBL apresentadas pelas colônias mucóides lactose 

positiva de cada isolado e DOS negativo para as colônias não mucóides 

lactose negativas. Confirmou ainda, a resistência ao antimicrobiano 
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ceftazidima (CAZ) por parte do isolado Hc 15. A Figura 6 é representativa de 

um resultado positivo para a produção de ESBL através do Etest®. 

Figura 5- Produção de ESBL demonstrada pelo método de 
Etest®. 
As fitas contêm concentrações gradativas de cefalosporina 
isolada na extremidade superior e cefalosporina associada ao 
ácido clavulânico na extremidade inferior, com diferença na CIM 
~ 2µg/ml. 
Figura A - teste negativo; Figura B - teste positivo para 
produção de ESBL. 
CTX - cefotaxima; CTXJAC - cefotaxima/ ácido clavulânico 

Após análise dos métodos fenotípicos, os isolados hospitalares Hi e 

Hc apresentaram 72% e 52% de produção de ESBL, respectivamente. 

Esses dados estão demonstrados na Figura 6. 
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Figura 6 - Percentual de ESBL positivo para os isolados dos grupos 
Hi e Hc, com base nos testes DOS e MCD. 

4.4- Padrão de resistência para aminoglicosídeos e sulfa entre 

isolados de K.pneumoníae produtores de ESBL 

Os isolados de K.pneumoniae dos grupos Hi e Hc, produtores de 

ESBL, demonstraram um padrão de resistência frente aos antimicrobianos 

da classe dos aminoglicosideos e sulfa, sendo da ordem de: 27, 7%, 61 , 1 % e 

66,5% para amicacina, gentamicina e sutfametoxazol / trimetoprim, 

respectivamente, para as amostras do grupo Hi. Os isolados do grupo Hc 

mostraram resistência de 22,0%, 76,9% e 61 ,5% para amicacina, 

gentamicina e sulfametoxazol / trimetoprim, respectivamente. Os dados 

estão apresentados na Figura 7. 
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Figura 7 - Percentual de resistência de K.pneumoniae frente aos 
aminoglicosídeos e sulfametoxazol/trimetoprim, observado entre os isolados 
Hi e Hc produtores de ESBL. 
AMI- amicacina; GEN- gentamicina; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim. 

4.5 - Análise molecular da produção de enzimas ESBL. 

Os resultados da pesquisa de seqüências gênicas b/arEM, b/asHv e 

b/acr x-M relacionadas à produção de ESBL dos tipos TEM, SHV e CTX-M, 

respectivamente, para as 31 amostras dos grupos Hi e Hc que apresentaram 

positividade nos testes fenotípicos, estão contidos na Tabela 12. 

Dentre os 18 isolados Hi, 15 amostras (83,3%) apresentaram-se 

positivas para os genes b/arEM e blacrx.-M simultaneamente, enquanto que 3 

amostras (16,6%) foram positivas para os genes b/étrEM, b/asHv e blacrx.-M, 

simultaneamente. Com relação aos 13 isolados Hc, 10 amostras (76,9%) 

foram positivas simultaneamente, para os três genes b/étrEM, b/asHv e 
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b/acTX-M. Houve significância estatística com [p=0,03 com OR de O, 16 e 

IC95% variando de 0,077 a 0,54)), quando comparados os dados referentes à 

presença da seqüência gênica b/asHv entre os grupos Hi e Hc. 

A ocorrência das seqüências gênicas apresentadas por cada um dos 

isolados Hi e Hc está contida na Tabela 1 do ANEXO V. 

TA BELA 12- Ocorrência de sequencias gerncas que codificam beta­
lactamases de espectro estendido (ESBL) dos tipos TEM, SHV e CTX-M, 
em isolados de K. pneumoniae dos grupos Hi e Hc. 

Sequências Isolados Hi Isolados Hc 

Gênicas Nº·= 18 (%) Nº·= 13 (%) 

b/arEM 15 (83,3) 1 O (76,9) 

b/asHv 3 (16,6)ª 1 O (76,9) ª 

blacTX-M 16 (88,8) 12 (92,3) 

Nº·- número de isolados para cada grupo. 
a- p= 0,03 - dados estatisticamente significativos (p<0,05) 

4.5.1 - Associação de genes codificadores de tipos de ESBL entre os 

isolados hospitalares de K.pneumoniae 

Analisando-se os isolados hospitalares de K.pneumoniae, quanto à 

presença de mais de um gene codificador de tipos de ESBL, verificou-se que 

3 (16,6%) das amostras do grupo Hi e 10 (76,9%) das amostras do grupo 

Hc, respectivamente, apresentaram os genes b/arEM + b/asHv+ blacTX-M, 

simultaneamente. Houve diferença estatisticamente significativa com 

[p=0,03, OR de O, 16 e IC95% variando de 0,077 a 0,54)), quando 

comparados os dois grupos de isolados. Tais dados est!ao demonstrados na 

Tabela 13. 
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TABELA 13- Associação das seqüências gênicas que codificam ESBL dos 
tipos TEM, SHV e CTX-M, entre os isolados de K. pneumoniae dos grupos 
Hie Hc. 

Seqüências gênicas 

b/areM + b/asHv 

b/areM + bla crx-M 

b/asHv + b/acrx-M 

b/areM + b/asHv+ b/acrx-M 

Isolados Hi Isolados Hc 

Nº·= 18 

N (%) 

3 (16,6)8 

15 (83,3) 

3 (16,6)b 

3 (16,6t 

N (%) 

1 O (76,9)ª 

10 (76,9) 

11 (84,6)b 

10 (76,9t 

Nº·- número de isolados para cada grupo. 
a e e -p= 0,03 - dados estatisticamente significativos (p<0,05) 
b - p=0,009 - dados estatisticamente significativos (p<0,05). 
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As amostras de K.pneumoniae pertencentes aos grupos Hi, Hc e Co, 

apresentaram perfil plasmidial distintos entre si. A massa molecular dos 

plasmídios dos isolados Hi variou de 118 a 34MDa. Várias amostras 

apresentaram 2 ou mais plasmídios de alto peso molecular. A Figura 8 é 

representativa do perfil plasmidial do grupo Hi. 

Figura 8- Figura representativa do perfil plasmidial de isolados Hi obtidos de 
cepas de K.pneumoniae, provenientes de diferentes materiais clínicos. 
1 a 1 O - isolados de K.pneumoniae contendo plasmidios com massa molecular aproximada: 
1-Hi 1(118,110 e 55MDa); 2-Hi 5(102MDa); 3-Hi 9(105, 70 e 42MDa); 4-Hi 8(74MDa); 5-Hi 
11 (109 e 102MDa); 6-Hi 13(118, 102, 48 e 42MDa); 7-Hi 44 (100MDa); 8-Hi 29(34MDa); 9-
Hi 34(109MDa); 10-Hi 41(102 e 66MDa). 
11 a 14- plasmídios referenciais com massa molecular conhecida: 11-pSa (23MDa); 12-RP4 
(34MDa); 13-JPN11 (66MDa) e 14-R27(11 OMDa), respectivamente. 
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Os plasmídios apresentados pelos isolados do grupo Hc, também 

foram distintos entre si, com massa molecular que variou de 118 a 36MDa. 

Nenhuma amostra do grupo Hc deixou de apresentar um ou mais 

plasmídios, os quais estão representados pela Figura 9. 
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Figura 9- Figura representativa do perfil plasmidial de isolados Hc obtidos de 
cepas de K.pneumoniae, provenientes de diferentes materiais clínicos. 
1 a 1 O - isolados de K.pneumoniae com massa molecular aproximada: 1-Hc 3 (115, 92, 63, 
55 e 36MDa); 2-Hc 6(118MDa); 3-Hc 9 (81 MDa); 4-Hc 23(86, 63 e 55MDa); 5-Hc 20 (118 e 
86 MDa); 6-Hc 15 (118, 86, 63, 55 e 45MDa); 7-Hc 18 (118MDa); 8-Hc 25 (118, 104 e 
45MDa) ; 9-Hc 24 (45MDa); 10-Hc 21 (118, 102, 81 e 55MDa). 
11 a 13- plasmidios referenciais com massa molecular aproximada: 11-pSa (23MDa); 12-
JPN11 (66MDa) e 13-R27 (110MDa), respectivamente. 
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O perfil plasmidial dos isolados Co, demonstrados na Figura 1 O, foi 

variado, com massa molecular estimada que oscilou entre 117 a 29MDa. 

Dos 25 isolados obtidos de fezes de pessoas da comunidade, três amostras 

(12%) não apresentaram nenhum plasmídio. 

Figura 1 O- Figura representativa do perfil plasmidial de isolados Co obtidos 
de cepas de K.pneumoniae, provenientes de fezes de indivíduos saudáveis. 
1 a 1 O - isolados de K.pneumoniae que apresentam plasmídios com massa molecular 
aproximada: 1-Co 4 {117 e 91 MDa); 2-Co 7 (1 OOMDa); 3-Co 47 (108 e 102MDa); 4-Co 69 
{100 e 61MDa); 5-Co 74 {92MDa); 6-Co 91 (nenhum plasmídio); 7-Co 99 (109, 83 e 29MDa); 
8-Co 111 (nenhum plasmídio); 9-Co 112 (100 e 83MDa); 10-Co 120 (41 MDa). 
11 a 13- plasmídios referenciais com massa molecular aproximada: 11-pSa (23MDa); 12-
JPN11 (66MDa) e 13-A27 {110MDa), respectivamente. 
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4.7 - Fatores de Virulência 

Seqüências gênicas relacionadas aos genes de virulência fimA e fimH 

(pilus tipo 1), iutA (receptor de membrana para aerobactina), kpsll (cápsula 

do sorotipo K2 de Klebsiella sp.), mrkA e mrkD (fímbria tipo 3 de Klebsiella 

sp.), foram pesquisadas nos isolados de K.pneumoniae, utilizando-se 

seqüências de oligonucleotídeos como iniciadores da PCR. Na Tabela 14 

estão descritos os percentuais das seqüências gênicas relacionadas aos 

fatores de virulência entre amostras de K.pneumoniae dos grupos Hi, Hc e 

Co. Os resultados de cada isolado em particular estão apresentados nas 

Tabelas 1, 2 e 3 do ANEXO VI. 

TABELA 14-Ocorrência de seqüências gênicas relacionadas aos fatores 
de virulência entre amostras de K.pneumoniae dos grupos Hi, Hc e Co. 

Hi Hc Co 

Seqüências Fatores de virulência (N=25)' (N=25) (N=25) 

Gênicas Nº· (%) Nº· (%) Nº· (%) 

iutA Receptor p/ Aerobactina 19 (76)ª 13 (52) 10 (40)ª 

fimA Pilina fímbria tipo 1 22 (88) 19 (76) 17 (68) 

fimH Adesina fímbria tipo 1 15 (60) 13(52) 12 (48) 

mrkA Pilina Fimbria tipo 3 24 (96) 24 (96) 19 (76) 

mrkD Adesina Fimbria tipo 3 21 (84)b 21 (84)c 11 (44)b,c 

kpsll Cápsula sorotipo K2 2 (8) 2 (8) o (O) 

# N - número de isolados em cada grupo de amostras 
a - p=0,022- percentuais estatisticamente significativos (p<0,05) 
b,c - p=0,008- percentuais estatisticamente significativos (p<0,05). 

4.7.1- Investigação da seqüência gênica iutA 

A sequencia gênica heteróloga (de E.coll), que codifica para o 

receptor de membrana do sideróforo aerobactina, foi determinada em (19) 

76% das amostras de K.pneumoniae do grupo Hi, em (13) 52% dos isolados 

do grupo Hc e em (10) 40% das amostras Co investigadas. A análise 
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estatística através do teste de Qui quadrado (X2
) mostrou diferença 

significativa entre os percentuais demonstrados pelos grupos Hi e Co, com 

p=0,022, [OR de 4,75; (IC95% variando de 1,41 a 16,05)]. 

4.7.2- Determinação das seqüências gênicas fimA e fimH 

A seqüência gênica fimA, que representa a pilina da fímbria tipo 1 de 

K.pneumoniae , esteve presente em (22) 88% das amostras do grupo Hi, em 

(19) 76% das amostras Hc e em (11) 44% dos isolados Co. Enquanto que a 

adesina fimH do pilus tipo 1 de K.pneumoniae foi observada em (15) 60% 

das amostras Hi, em (13) 52% das amostras Hc e em (12) 48% das 

amostras Co, investigadas através da técnica de PCR. Não houve diferença 

estatística significativa entre os resultados obtidos. 

Observou-se que 60%, 52% e 48% das amostras dos grupos Hi, Hc e 

Co, respectivamente, demonstraram genes que codificavam tanto para a 

pilina (fimA), quanto para a adesina (fimH) da fímbria tipo 1, não havendo 

diferença estatística entre os grupos estudados. 

4 .7.3- Determinação das seqüências gênicas mrkA e mrkD 

O gene mrkA, que codifica a pilina da fímbria tipo 3, foi detectado em 

(24) 96% de K.pneumoniae que compõem o grupo de amostras Hi, em (22) 

92% dos isolados do grupo Hc e em (19) 76% das amostras do grupo Co 

pesquisadas. Não houve diferença estatística entre os resultados obtidos. 

Da mesma forma, o gene mrkD, que codifica adesina da fímbria tipo 3 

de K.pneumoniae foi detectados em (21) 84% dos isolados Hi e Hc, 

enquanto que nos isolados do grupo Co foi observado em (11) 44% dos 

isolados investigados. Os dados analisados, através do teste de Qui 

quadrado (X2
), mostraram que houve diferença estatística entre os 

resultados apresentados pelos grupos Hi e Hc, quando comparados aos 
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dados do grupo Co, com p=0,008, [OR de 6,68; (IC95% variando de 1,77 a 

25,250]. 

Observou-se ainda que, 84%, 84% e 44% das amostras dos grupos 

Hi, Hc e Co, respectivamente, demonstraram genes que codificavam tanto 

para a pilina (mrkA), quanto para a adesina (mrkD) da fímbria tipo 3. Os 

dados apresentados foram estatisticamente significativos entre os grupos Hi 

x Co, e Hc x Co estudados, com [p=0,008, OR = 6.68; (IC95% variando de 

1, 77 a 25,25)]. 

4.7.4- Determinação da seqüência gênica kpsll 

O gene kpsll, que codifica a cápsula do sorotipo K2 do gênero 

Klebsiel/a, mostrou-se positivo em 8% das amostras Hi e amostras Hc, não 

sendo detectado em nenhuma amostra do grupo Co. 

4.8- Associação de genes de virulência entre os isolados de 

K.pneumoniae. 

Analisando-se os isolados de K.pneumoniae, quanto à presença de 

mais de um gene de virulência, verificou-se que (14) 56% das amostras do 

grupo Hi, (8) 32% dos isolados Hc e (2) 12% das amostras do grupo Co, 

apresentaram os genes fimA + fimH + iutA, simultaneamente. Os 

percentuais demonstrados pelas amostras dos grupos Hi, quando 

comparados aos percentuais do grupo Co, foram estatisticamente 

significativos, com p= 0,002, [OR= 9,33; (IC95% variando de 2,20 a 39,47)]. 

Da mesma forma, observou-se que os isolados de K.pneumoniae do 

grupo Hi, apresentaram os genes fimA + fimH +mrkA + mrkD, 

simultaneamente, em (14) 56%. Os isolados do grupo Hc em (11) 44%, 

enquanto que as amostras do grupo Co foram positivas para os referidos 

genes em (3) 12%. Feita a análise estatística, houve significância entre os 
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valores apresentados pelo grupo Hi, quando comparados ao grupo Co, com 

p= 0,042, [OR = 4,03; (IC variando de 1,20 a 13,28)]. 

Igualmente foram investigados os percentuais apresentados pelos 

isolados de K.pneumoniae para as seqüências gênicas fimA + fimH + mrkA 

+ mrkD + iutA, apresentadas simultaneamente. As amostras do grupo Hi 

mostraram (14) 56% de positividade para o conjunto de genes, enquanto 

que as amostras dos grupos Hc e Co foram positivas em (7) 28% e (1) 4%, 

respectivamente. Os dados observados mostraram-se estatisticamente 

significativos quando comparados os valores apresentados pelos grupos Hi 

e Co, com p< 0,001, com [OR = 30,54 (IC variando entre 3,55 a 262,53)]. 

A associação entre os genes de virulência apresentados pelos 

isolados de K. pneumoniae encontra-se disposta na Tabela 15. 

Tabela 15- Associação entre os fatores de virulência apresentados pelos 
isolados de K.pneumoniae oriundos dos grupos Hi, Hc e Co, pela análise da 
PCR. 

Hi Hc Co 

Genes de virulência (N=25) N=25 N=25 

Nº· (%) Nº· (%) Nº· (%) 

fimN fimH 15 (60%) 13 (52%) 12 (48%) 

mrkN mrkD 21 (84%)3 21 (84%)b 11 (44%)ª·b p=v,vvo 

fimN fimHI iutA 14 (56%t 8 (32%) 3 (12%)cp=u,vw: 

fimN fimHI mrkN mrkD 14 {56%) ª 11 (44%) 6 (240/o)d p=U,V4~ 

fimN fimHI mrkN mrkDI iutA 14 (56%)e 7 (28%) 1 (40/ot p<U,v\J1 

N - número de isolados em cada grupo de amostras 
a,b,c ,d,e - (a-p=0,008; b-p=0,008; c-p=0,002; d-p=0,043; e-p<0,001)- dados estatisticamente 
significativos (p <0,05). 
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5- DISCUSSÃO 

K. pneumoniae está entre as espécies mais freqüentemente 

implicadas em infecções hospitalares, tendo sido responsabilizada por cerca 

de 3 a 7% de todas as infecções nosocomiais, sem variações geográficas 

quanto à sua prevalência (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). 

Observa-se uma alta prevalência de K.pneumoniae em infecções do 

trato urinário, embora também seja encontrada com freqüência como causa 

de sepses, pneumonia e infecções de sítios cirúrgicos. K.pneumoniae é o 

segundo agente entre as enterobactérias causadoras de bacteremia 

associadas à inserção de cateter, com taxa geral de mortalidade que varia 

de 20 a 55% (BONTEN e WEINSTEINS, 1996). 

Estudos longitudinais de vigilância do programa SENTRY (1998-

1999), realizados em centros da América Latina (América do Sul e México), 

mostram K.pneumoniae como o quinto (6,3%) agente mais isolado em 

bacteremias (SADER et ai, 1999), o terceiro (12%) entre os isolados de 

infecções do trato respiratório inferior e o segundo em infecções urinárias 

(SADER et ai, 2001 ). No Brasil, em três centros médicos, Klebsiella sp. 

mostrou-se como o terceiro agente mais freqüente em infecções do trato 

urinário, o quarto, em trato respiratório inferior e bacteremias e o quinto em 

infecções de partes moles, dentre o total de isolados clínicos hospitalares 

analisados (SADER et ai, 1999). 

Diversos fatores são considerados de risco para quadros infecciosos 

por K.pneumoniae no paciente hospitalizado. Embora infecções por 

K.pneumoniae possam ser diagnosticadas em qualquer idade, recém­

nascidos e idosos estão mais predispostos a processos infecciosos. Da 

mesma forma, doenças de base como diabetes, neoplasias e infecções 

crônicas como o alcoolismo e doença pulmonar obstrutiva crônica, 

predispõem o paciente ao risco de infecção por K.pneumoniae. Além disso, 
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associado ou não a outros fatores, o uso prévio de agentes antimicrobianos 

beta-lactâmicos, aminoglicosídeos e quinolonas, são os fatores de risco mais 

freqüentemente descritos em relação às infecções por esse microrganismo 

(BONTEN e WEINSTEINS, 1996; SIU et ai, 1999). 

A amostragem analisada, no presente estudo, consistiu de isolados 

de K.pneumoniae oriundos de pacientes de ambos os sexos, com 

distribuição eqüitativa dentro dos grupos. A faixa etária variou de recém­

nascidos a idosos, em todos os grupos analisados, por escolha 

metodológica. No entanto, dentre os 50 pacientes hospitalizados (grupos Hi 

e Hc), quase a metade dos mesmos, 23 (46%) encontrava-se internada em 

UTI (neonatal, pediátrica e adultos), sendo que destes, 73,9% estavam 

apenas colonizados e 26, 1 % eram portadores de infecção. Diante destes 

dados, pode-se supor que a internação em UTI, por si só, não constitui fator 

de risco isolado, uma vez que outros fatores devem estar associados, como 

por exemplo, a idade e a doença de base portada pelo paciente, assim como 

o nível de colonização por K.pneumoniae e o uso prévio de antimicrobianos. 

Quanto aos biotipos apresentados por K.pneumoniae e relatados 

neste estudo, o biotipo 11, resistente a cefalotina, foi o mais observado (48%) 

no grupo de isolados Hi, com significância estatística (p=0,004), enquanto 

que o grupo de amostras Hc apresentou tanto o biotipo 1 (cefalotina 

sensível), com 36%, quanto o biotipo li com 32% dos isolados. Já o grupo de 

amostras Co, teve a maioria (44%) dos isolados dentro do biotipo 1, resultado 

estatisticamente significativo (p=0,009) e compatível com o perfil de 

sensibilidade apresentado pelas 25 amostras estudadas. Estes dados 

sugerem que se pode utilizar a cefalotina como marcador de isolados de 

K.pneumoniae que apresentam um padrão de resistência mais pronunciado, 

servindo de alerta para as comissões de controle de infecção hospitalar 

monitorarem estas cepas, a fim de se evitar surtos de infecção hospitalar 

nas unidades cirúrgicas, bem como de internação. 



65 

Quanto ao perfil de sensibilidade dos isolados estudados, notou-se 

que K.pneumoniae dos grupos Hi e Hc mostraram-se resistentes as 

cefalosporinas de maneira geral. Frente às cefalosporinas de terceira 

geração, K.pneumoniae dos grupos hospitalares foram sensíveis em apenas 

36% para cefotaxima, cefpodoxima e ceftazidima, 48% para ceftriaxona, 

contra 100% de sensibilidade das amostras Co para os mesmos 

antimicrobianos. Estes resultados estão de acordo com os descritos por 

Gales e colaboradores (1997), que analisando cepas de K.pneumoniae, 

obtidas de hospitais de São Paulo e do Rio de Janeiro, observaram os 

seguintes percentuais de sensibilidade para os antimicrobianos em 

referência: 52,8% para cefotaxima; 36, 1 % para ceftazidima e 38,9% para 

ceftriaxona. 

Variações nos percentuais de sensibilidade de amostras hospitalares 

estão sob a influência de diversos fatores intrínsecos a cada instituição. No 

entanto, o uso intensivo de beta-lactâmicos possibilita o surgimento e a 

evolução de diversos mecanismos de resistência contra esta classe de 

antimicrobianos, tais como: alteração na permeabilidade do envoltório da 

bactéria ao antimicrobiano; efluxo ativo; alteração conformacional e 

bioquímica do sítio alvo na parede celular; surgimento de vias secundárias 

de síntese, e/ou inativação enzimática, dependendo do antimicrobiano 

utilizado. (SANDERS e SANDERS, 1997, LIVERMORE, 1998). 

Um dos mecanismos de resistência mais utilizados pelas bactérias 

Gram-negativas, dentre elas K.pneumoniae, é a produção de enzimas que 

hidrolisam antimicrobianos da classe dos beta-lactâmicos, as chamadas 

beta-lactamases (JACOBY e MEDEIROS, 1991; LIVERMORE, 1995) Tais 

enzimas variam em especificidade e multiplicidade quanto a seus substratos, 

sendo tanto mais evidenciadas na medida que esses substratos sejam 

utilizados na prática clínica de instituições hospitalares, especificamente, ou 

na comunidade como um todo. 
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A diminuição da sensibilidade de microrganismos gram-negativos 

frente aos beta lactamicos, é consequência da seleção de bactérias que 

produzem beta lactamases. Este aumento no nível de resistência é próprio 

da disseminação de plasmídios autotransferíveis, que codificam fenótipos de 

múltipla- resistencia (HERIT AGE et ai, 1999). A pressão de seleção 

promovida pelo uso de cefalosporinas de terceira geração, parece ter maior 

importância no início do processo de colonização do trato gastrintestinal e 

trato respiratório de pacientes que, mais tarde, podem desenvolver infecções 

por cepas de K.pneumoniae resistentes (MEDEIROS, 1997). Esta situação 

talvez seja justificada pelo fato de serem microrganismos hábeis em carrear 

plasmídios de resistência e virulência e de resistirem, também, à 

dessecação em superfícies, no ambiente e na pele (LIVERMORE, 1995; 

LIVERMORE, 1998; PODSCHUN e ULLMANN, 1998;). 

A maioria dos bacilos Gram-negativos produz algum tipo de beta­

lactamase de maneira constitutiva. Entretanto, muitas vezes, esta produção 

se dá em concentrações tão baixas que não são capazes de expressar o 

caráter fenotípico de resistência. Dentre as beta-lactamases produzidas por 

microrganismos entéricos Gram-negativos, as TEM-1, TEM-2 e SHV-1 com 

suas derivadas ESBL, constituem o principal mecanismo de resistência a 

esses antibióticos. (LIVERMORE, 1998; BLAZQUEZ et ai, 2000). 

As ESBL são enzimas que conferem resistência aos beta-lactâmicos, 

tais como: cefotaxima, ceftazidima, ceftria\xona e ao monobactâmico 

aztreonam, mas não atuam sobre as cefamicinas e carbapenêmicos. Nos 

primeiros casos descritos, as cepas produtoras de ESBL eram de pacientes 

internados principalmente em UTI e as enzimas codificadas em pequenos 

plasmídios que não associavam outros mecanismos de resistência 

(MEDEIROS, 1997). Atualmente estas cepas são encontradas em diferentes 

unidades hospitalares como geriatria, pediatria, neonatologia, unidades de 

transplantados e unidades oncológicas, bem como, fora do ambiente 

hospitalar, principalmente em serviços de instituições fechadas ou em 

pacientes com infecções crônicas atendidos no domicílio (SIU et ai, 1999). 
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Nos dias atuais, a codificação da resistência tem sido observada em 

plasmídios portadores de alta massa molecular, onde, normalmente, está 

associada a outros mecanismos, como a produção de enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos, as diidrofolatoredutase (que conferem 

resistência às sulfonamidas), resistência à tetraciclina, ao cloranfenicol e às 

fluoroquinolonas. Assim, isolados de . Klebsiella sp., resistentes às 

cefalosporinas de terceira geração, costumam ser, também, menos 

sensíveis às outras classes de antimicrobianos (EISEN et ai, 1995; HANSON 

et ai, 1999; QUINN, 2001; NATHISUWAN, 2001). 

Dentre os aminoglicosídeos avaliados no presente estudo, a 

amicacina mostrou percentuais mais sensíveis que a gentamicina nos 

isolados hospitalares investigados. Do mesmo modo, os percentuais 

demonstrados por estas mesmas amostras, frente à associação 

sulfametoxazol/ trimetoprim, também foram menos sensíveis. 

A distribuição do perfil de sensibilidade destas drogas entre os grupos 

hospitalares estudados, acompanha a distribuição das ESBL. Embora não 

se tenha realizado estudo relacionando o perfil plasmidial com resistência, 

os dados encontrados corroboram para a existência de associação de 

mecanismos em um mesmo elemento genético. ltokazu e colaboradores 

(1996) demonstraram a elevada taxa de resistência frente aos 

aminoglicosideos (73%) e quinolonas (52%), em uma população produtora 

de ESBL, enquanto que nas cepas não produtoras, a resistência a estes 

grupos não passou de 5% . No presente estudo, o percentual de resistência 

para ciprofloxacina ,apresentado por K.pneumoniae produtora de ESBL, foi 

da ordem de 44% no grupo Hi e de 38,4% para o grupo Hc. Os isolados 

hospitalares deste estudo, não produtores de ESBL, não apresentaram 

nenhuma resistência a ciprofloxacina. 

No presente estudo pode-se observar ainda, que os 31 (18Hi + 13Hc) 

isolados hospitalares de K.pneumoniae, produtores de ESBL, mostraram alta 
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taxa de resistência frente as cefalosporinas de terceira geração, aos 

aminoglicosídeos, principalmente gentamicina, assim como para suitas, 

corroborando os achados de EISEN et ai, 1995; HANSON et ai, 1999; 

QUINN, 2001; NATHISUWAN, 2001. 

Segundo dados obtidos pelo Programa SENTRY de vigilância em 

antimicrobianos (SADER et ai, 2001), nos anos de 1998 a 1999, avaliou-se a 

relevância clínica dos isolados de K. pneumoniae provenientes de infecções 

hospitalares e o impacto da resistência mediada por enzimas ESBL nesta 

população. Foram testadas 3.728 cepas isoladas de infecções hospitalares 

de três centros médicos brasileiros: Hospital de Clínicas de Porto Alegre -

Porto Alegre; Laboratório Especial de Microbiologia Clínica (LEMC/EPM)­

São Paulo, e Laboratório Santa Luzia - Santa Catarina. Foram isoladas K. 

pneumoniae e produtoras de ESBL em 8,5% dos casos. 

Ainda de acordo com os estudos do programa SENTRY (SADER et 

ai, 2001 ), K.pneumoniae portador de ESBL é mostrado como o segundo 

microrganismo (28%) causador de infecções urinárias; o terceiro (12%) entre 

os isolados clínicos de infecções do trato respiratório inferior e o quinto 

agente (6,3%) mais freqüentemente isolado em bacteremias hospitalares 

(SADER et ai, 2001 ). 

Da mesma forma, o programa Meropenem Yearly Susceptibility Test 

lnformation Collection (MYSTIC) avaliou, no Brasil, a atividade de nove 

agentes antimicrobianos, utilizando tiras de Etest/ ESBL, frente às cepas 

obtidas de pacientes internados em UTI. Mendes e colaboradores (2000), 

estudaram 176 amostras de enterobactérias quanto à produção de ESBL e a 

maior prevalência foi registrada entre os isolados de K. pneumoniae (59,2%), 

seguida por Enterobactersp. (19,5%) e E.coli (14,6%). 

Na América Latina, o programa de vigilância de resistência, 

RESISNET, utilizando ceftriaxona para triagem das amostras produtoras de 
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ESBL, detectou alta prevalência de K.pneumoniae ESBL positiva nos países 

estudados, tais como: 57% na Argentina; 38% no Brasil; 73% no Chile; 44% 

na Colômbia; 32% na Costa Rica; 26% no Equador; 52% na Guatemala, 

56% no México, 38% no Uruguai e 63% na Venezuela (SIFUENTES­

OSORNIO, 2000). 

No período de 1997 a 1999, o Hospital e Maternidade Alexander 

Fleming, no Rio de Janeiro, apresentou a taxa de 22,9% de infecção 

hospitalar causada por K.pneumoniae e destes isolados, 60,9% era produtor 

de ESBL (MARTINS-LOUREIRO et ai, 2001 ). No mesmo período, no 

Hospital da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, foi realizado um estudo sobre os fatores de risco de um surto 

ocorrido com neonatos internados em UTI-Neo, onde 53,8% das infecções 

foram devidas a K. pneumoniae produtoras de ESBL (PESSOA-SILVA et ai, 

2003). 

No Hospital Universitário Regional do Norte do Paraná (HURNP), 

K.pneumoniae produtora de ESBL foi responsável por 36,4% das infecções 

em pacientes ambulatoriais e internados, no ano de 2000 (BARBOSA et ai, 

2000). Segundo dados da Comissão de Controle de Infecção Hospitalar 

(CCIH) referentes a K.pneumoniae produtoras de ESBL, no HURNP, durante 

o ano de 2000, a incidência foi de 30,8%; 23,8% em 2001 e 30,2% em 2002, 

dos casos de infecção em pacientes internados, nos respectivos períodos 

(CAVASSIN et ai, 2002). 

Embora o presente estudo não tenha como objetivo determinar a 

prevalência de K.pneumoniae produtora de ESBL, dentro do HURNP, pode­

se observar que os resultados obtidos junto às amostras hospitalares, 

demonstraram a significativa ocorrência dessas enzimas. Neste, 72% dos 

isolados de pacientes com infecção e 52% dos isolados de K.pneumoniae 

colonizantes, eram produtores de ESBL. Entretanto, K.pneumoniae obtidas 
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junto à comunidade extra-hospitalar, apresentaram testes fenotípicos e 

moleculares negativos para a produção de ESBL. 

As opções para tratamento são restritas frente às cepas produtoras de 

ESBL, estando contra-indicadas as cefalosporinas de terceira geração e 

cefepime, ainda que sensíveis no teste in vitro, pois podem conduzir à falha 

terapêutica pela resistência ampliada (NATHISUWAN, 2001). A substituição 

de cefalosporinas por associações com inibidores de beta-lactamases, pode 

ter um efeito protetor no surgimento de ESBL em ambiente hospitalar, além 

da possibilidade de utilização de carbapenêmicos como terapia de escolha 

(QUINN, 2001). 

Desta maneira, a emergência de isolados produtores de ESBL tem 

promovido importantes implicações clínicas, epidemiológicas e terapêuticas, 

passando pela gravidade dos quadros infecciosos em pacientes debilitados, 

pela sua capacidade de disseminação da resistência através de elementos 

genéticos móveis e pela limitação terapêutica, com o uso de antimicrobianos 

mais potentes e de maior custo. 

De um modo geral, o poder de seleção do antimicrobiano utilizado, a 

localização do sitio infeccioso, a condição imune do paciente tratado e a 

dimensão do inóculo bacteriano são fatores que, quando associados, podem 

elevar as taxas de falha terapêutica com cefalosporinas. Este fenômeno 

ocorre principalmente em pacientes neutropênicos, em quadros de 

pneumonia (JONES, KUGLER e PFALLER, 1999) e entre portadores de 

fibrose cística (PITOUT et ai, 1997). 

As ESBL são, caracteristicamente, enzimas que destroem grande 

parte dos beta-lactâmicos e, ao mesmo tempo, podem agir sobre alguns 

substratos preferenciais enquanto não atuam em outros, fato que pode 

dificultar ainda mais sua detecção. Estão descritos três genes que codificam 

ESBL (b/aTEM, b/asHv e b/acTX-M)- Atualmente existem em torno de 90 

derivados TEM, 30 derivados SHV e cerca de 12 derivadas CTX-M 
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(CASELLAS 2000; BRADFORD; BONNET et ai, 2001) . O presente estudo, 

utilizando iniciadores de regiões conservadas, mostrou a presença de mais 

de um gene para o mesmo isolado. Observou-se que 83,3% das amostras Hi 

apresentaram os genes b/areM e b/acrx-M simultaneamente, enquanto que 

16,6% apresentaram-se positivas para os genes b/areM, b/asHV e b/acrx-M, 

simultaneamente. Já os isolados do grupo Hc apresentaram 76,9% de 

amostras carregando os três genes. 

A presença de SHV em Klebsíella sp. é, com maior freqüência, 

cromossoma!. A beta-lactamase SHV apresenta potencial de hidrólise contra 

ceftazidima e aztreonam, além de hidrolisar penicilinas. Com as mutações 

pontuais na seqüência dos aminoácidos, as novas SHV têm ampliado seu 

espectro de atividade, clivando também cefotaxima, uma cefalosporina de 

largo espectro, com grande emprego na terapia empírica, inclusive em 

pacientes hospitalizados (HERITAGE et ai, 1999; HOWARD et ai, 2002). 

A CTX-M-2 tem sido documentada, principalmente, em 

K.pneumoníae, mas também em E.coli, Proteus mirabilis, Shigella sp. 

Enterobacter c/oacae., Morganel/a morganii e Citrobacter freundii 

(CASELLAS, 2000). A afinidade das cefotaximases por cefotaxima chega a 

ser 300 vezes maior que a afinidade por ceftazidima e aztreonam, fato que 

deve ser lembrado no momento da escolha dos substratos utilizados nos 

testes de detecção (BONNET et ai, 2001; CASELLAS, 2000). Apresentam 

também sensibilidade ao bloqueio por inibidores de beta-lactamases, 

preferencialmente por tazobactam. Desse modo, em estudo realizado na 

Argentina, a CTX-M-2 foi a ESBL mais prevalente, estando presente em 

64% dos isolados, seguida por SHV-5 (6%), SHV-2 (5%) e SHV-4 (1 %) 

(CASELLAS, 2000). 

Dentre os inúmeros fatores de resistência e virulência relatados para 

K.pneumoníae, o presente estudo teve como objetivo, também, investigar a 

presença e a massa molecular de plasmídios apresentados por este 
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microrganismo. Sendo assim, pela análise dos perfis plasmidiais obtidos de 

K.pneumoniae investigados, observou-se que os isolados hospitalares 

apresentaram um número maior de plasmídios, tanto de pequena quanto de 

elevada massa molecular, sugerindo que o ambiente hospitalar propicia a 

troca constante de material genético entre os isolados, o que confere 

homogeneidade ao perfil de resistência e virulência. Em alguns isolados 

comunitários observou-se a ausência de plasmídios. 

O processo infeccioso depende da eficiência com que o 

microrganismo consegue colonizar, causar alterações patológicas e se 

disseminar a um novo sítio ou, a um outro hospedeiro. Para colonizar, o 

patógeno requer a aquisição de nutrientes essenciais para o seu 

crescimento e, o ferro é um desses elementos (MIETZNER e MORSE, 

1994). O ferro é muito importante para todas as células vivas porque 

participa de processos bioquímicos e metabólicos, incluindo a transferência 

de elétrons da cadeia respiratória e a síntese do DNA (GUERINOT, 1994). 

Aerobactina é um sistema bacteriano de captação e transporte de 

ferro, mais eficiente que a enterobactina, que capacita a bactéria a crescer 

em ambientes pobres em ferro, tais como em urina e soro depletados de 

complemento (MONTOGOMERIE et ai, 1984).0 receptor para aerobactina 

em E.coli é codificado pelo gene iutA, o qual possui regulação dependente 

de ferro (BINDEREIF e NEILANDS, 1983) e peso molecular de 74kDa 

(JOHNSON e STEEL, 2000). O receptor homólogo, produzido por 

K.pneumoniae, apresenta peso molecular da ordem de 76kDa (WILLIAMS et 

ai, 1987). 

No presente estudo, o gene iutA, foi observado com maior 

prevalência entre os isolados infecciosos. Não foram encontrados dados na 

literatura sobre a prevalência deste gene em K.pneumoniae, porém, há 

relatos de pequena produção de aerobactina entre as espécies de Klebsiella 

(NASSIF e SANSONETTI, 1986; VERNET et ai, 1992; PODSCHUN et ai, 

1993; VERNET et ai, 1995). Estudos adicionais devem ser realizados para 
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se verificar a expressão de aerobactina, bem como de seu receptor em 

K.pneumoniae. 

Tais relatos podem ser devidos ao fato de que, isolados de 

K.pneumoniae, desprovidos de aerobactina, são altamente capazes de usar 

esse sideróforo introduzido exogenamente, por expressarem receptores iutA, 

da mesma forma que E.coli é capaz de utilizar o sideróforo ferricromo, 

produzido por fungos. Desta maneira, as espécies de Klebsiella teriam uma 

vantagem sobre outros patógenos quando em uma infecção polimicrobiana, 

pois estariam em condições de captar ferro do ambiente, sem gasto de 

energia para produzir aerobactina (WILLIAMS et ai, 1987). 

Considerando-se que os quadros infecciosos ocasionados por K. 

pneumoniae são precedidos pela colonização do hospedeiro, vale ressaltar 

que a freqüência da exposição, bem como o aumento no número de 

colonizantes pode predispor a instalação da infecção, principalmente frente a 

desequilíbrios no estado imunológico desse hospedeiro. Sendo assim, 

condições que permitam ou promovam a colonização, podem ser 

determinantes no desenvolvimento de infecções hospitalares por este 

agente (BONTEN e WEINSTEIN, 1996; BOYCE, 1996). 

A propriedade de aderência em Klebsiella, assim como em outras 

espécies da família Enterobacteriaceae, pode se dar através de diferentes 

tipos de fímbrias. Para tanto, a fímbria ou pili tipo 1, promove a aderência 

bacteriana manose sensível e específica (PARRY e ROOKE, 1985), bem 

como a adesão de K.pneumoniae às células epiteliais dos tratos respiratório 

e intestinal (CLEG e GERLACH, 1987; VENEGAS et ai, 1995). Esta adesão 

pode ser a etapa inicial da patogênese das infecções por K.pneumoniae 

nestes tratos (LANGSTRAAT, BOHSE e CLEGG, 2001). 

O operon fim está localizado no cromossomo e as estruturas da 

fímbria tipo 1 são bastante conservadas entre os membros da família 
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Enterobacteriaceae. Ainda assim, existem diversidades estruturais nesta 

fímbria para os diferentes gêneros desta família (PODSCHUN et ai, 1993). A 

subunidade FimA de K.pneumoniae apresenta, 83% de homologia com a 

seqüência gênica encontrada em E.coli uropatogênica, correlacionando a 

presença da fímbria tipo 1 com cistite e pielonefrite, também em 

K.pneumoniae (SCHEMBRI e KLEMM, 2001 ). 

Avaliando cepas de K.pneumoniae associadas com infecção do trato 

urinário, Tarkkanen e pesquisadores (1992) observaram que 80% delas 

possuíam fímbria tipo 1. Similarmente, Podschun, Fisher e Ullmann (2000) 

encontraram a fímbria tipo 1 em 86% dos isolados urinários de 

K.pneumoníae. Hornick e colaboradores (1991), analisando a presença 

destas adesinas em cepas de secreções traqueais, encontraram 50% das 

amostras de K.pneumoníae apresentando fímbria tipo 1. Da mesma maneira, 

Podschun e colaboradores (1993), estudando K.pneumoníae isoladas do 

ambiente e da água, obtiveram 79% das amostras expressando a fímbria em 

questão. 

Tentando demonstrar a importância da fímbria tipo 1 em processos 

infecciosos por K.pneumoníae no trato urinário, Fader e Davis (1982) 

concluíram que a expressão da presença do pílus manose sensível, 

aumentava a habilidade de K.pneumoníae infectar a pélvis renal de 

camundongos. No entanto, Maayan e colaboradores (1985) induziram 

processo renal agudo em camundongos, utilizando variante de 

K.pneumoniae não fimbriada. 

Os genes fimA e fímH que codificam pilina e adesina da fímbria tipo 1 

de Klebsiella sp.,respectivamente, foram encontrados em quase todos os 

isolados examinados neste estudo. Assim, estes genes foram observados 

em 88 e 60%, dos isolados de origem hospitalar causadores de infecção; em 

76 e 52% dos isolados hospitalares que só colonizaram os pacientes, contra 
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68 e 48% das amostras de K.pneumoniae comunitárias, respectivamente. 

Não havendo diferença estatística entre os diferentes grupos. 

Esta ubiqüidade, no entanto, não deve ser interpretada como sinal de 

que os genes fimA e fimH não apresentam importância na patogênese da 

infecção por K.pneumoniae. Os dados apresentados neste estudo, com 

ausência de significância estatística entre os diferentes grupos, reforçam que 

a fímbria tipo 1 em Klebsiella, pode não ser um determinante isolado para o 

desenvolvimento do processo infeccioso nos tratos urinário e respiratório, 

devendo estar associada a outros fatores de virulência. 

Outra adesina fimbriada descrita em K.pneumoniae é a fímbria tipo 3 

que também é produzida por outros membros da família Enterobacteriaceae, 

incluindo Enterobacter, Proteus, Providencia e Serratia (GERLACH, ALLEN 

e CLEGG, 1989; CLEGG et ai, 1994). A expressão da fímbria tipo 3, em 

Klebsiella, requer a presença de pelo menos seis genes mrk, os quais 

apresentam como subunidade principal a pilina codificada pelo gene mrkA e 

a adesina codificada pelo gene mrkD. 

Neste estudo, a presença do gene mrkA foi observada em 96% dos 

isolados hospitalares, contra 76% dos isolados comunitários. Similarmente, o 

gene mrkD foi encontrado em 84% dos isolados hospitalares, contra 44% 

dos isolados da comunidade extra-hospitalar, havendo significância 

estatística entre os grupos. Estes dados estão de acordo com os achados de 

Podschun, Fisher e Ullmann (2000), que analisando K.pneumoniae de 

isolados clínicos, observaram que em 70% estavam presentes os genes 

codificadores da fímbria tipo 3. 

A adesina mrkD, da fímbria tipo 3, liga-se ao colágeno da face 

basolateral celular (HORNICK et ai, 1995). Tendo em vista as características 

do receptor da adesina, o dano tecidual favorece a adesão da bactéria via 

fímbria tipo 3. É provável que isto explique a alta prevalência de infecções 
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por K.pneumoniae nos tratos urinário e respiratório, principalmente após a 

utilização de sondas. Neste estudo, foi demonstrado que a maioria dos 

isolados de K.pneumoniae possui aparato genético para produzir a pilina 

MrkA, da fímbria tipo 3, independente da sua origem. No entanto, os 

isolados hospitalares mostraram-se mais capacitados a produzir a fímbria 

tipo 3 por apresentarem maior prevalência do gene que codifica a adesina 

MrkD, conferindo ao microrganismo, maior habilidade de adesão tecidual. 

Em Klebsiella sp., 77 sorotipos diferentes de antígenos capsulares 

são descritos na literatura, embora muitas amostras sejam ainda relatadas 

como não tipadas. Há controvérsias quanto a correlação do tipo sorológico 

capsular e o sítio anatômico dos processos infecciosos causados por este 

microrganismo. No entanto, o sorotipo K2 é consenso quanto à virulência e a 

sua correlação com infecções do trato urinário e respiratório inferior, assim 

como em infecções sistêmicas (PODSCHUN e ULLMANN, 1998; LAI et ai, 

2000; TSA Y et ai, 2002). 

Nesta pesquisa, os isolados dos grupos hospitalares demonstraram 

um padrão colonial predominantemente mucóide, independente do meio de 

cultura utilizado para inoculação. Esta prevalência (80 e 72%) quando 

analisados frente aos isolados da comunidade extra-hospitalar (40%), 

apresentou significância estatística. 

A mucosidade das colônias deve estar relacionada ao conteúdo de 

mucopolissacarídeos capsulares apresentados pelas cepas (ABBOTT, 1999; 

FAVRE-BONTÉ, JOLY e FORESTIER, 1999). Vale lembrar que a presença 

da cápsula em K.pneumoniae é essencial para sua virulência, pois inibe ou 

dificulta a ação fagocítica, assim como impede a lise da bactéria pelos 

componentes C3b do complemento e consequentemente, permite que a 

mesma possa sobreviver frente as barreiras imunológicas do hospedeiro, na 

condição de colonizante ou infectante de tecidos, bem como possa se 

disseminar por via hematogênica (WILLIAMS e TOMAS, 1990). 
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As subunidades repetitivas que formam as cápsulas, variam em 

qualidade e quantidade, fato que confere diferenças aos tipos sorológicos e 

também determina a capacidade do microrganismo, ou não, de resistir à 

fagocitose por macrófagos. Os tipos sorológicos que não possuem 

repetições de manose ou ramnose, não são reconhecidos por receptores 

manose-específicos de macrófagos e, portanto, deixam de ser englobados 

por estas células (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). 

Deste modo, o predomínio de morfotipos mucóides de K.pneumoniae 

do presente estudo, sugere que os isolados utilizam a presença da cápsula 

como um fator de resistência ao sistema imune do hospedeiro, podendo ser 

portanto, um marcador de virulência. 

Analisando amostras de K.pneumoniae causadoras de abscesso 

hepático primário Hsueh e colaboradores (2002), encontraram colônias 

mucóides e não mucóides, pertencentes a um mesmo clone. Os autores 

postulam que a base genética para a síntese do material mucóide deve ser 

determinada cromossomalmente ou, deve ser dependente da aquisição de 

plasmídio específico ou ainda, de algum fago relacionado., mas ressaltam 

que a síntese de material mucóide deve ser regulada pelas características 

do ambiente no qual a bactéria esteja se desenvolvendo. Deste modo, 

poderia supor-se que os procedimentos decorrentes da hospitalização 

poderiam selecionar cepas mucóides e/ou influenciar a expressão de 

cápsula em K.pneumoniae. 

Observou-se neste estudo, que os isolados hospitalares foram 

predominantemente capsulados, porém, somente quatro amostras (16%) 

mostraram o gene kpsll, que codifica para o sorotipo capsular tipo 2 de 

K.pneumoniae. Seria necessário realizar a tipagem destas amostras para a 

complementação deste estudo, porém, infelizmente, não dispomos de 

centros de referência para a tipagem de Klebsiel/a em nosso meio. 
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Os resultados deste estudo confirmam a ocorrência dos genes de 

virulência relatados para K.pneumoniae de origem clínica e reforçam que os 

isolados hospitalares investigados podem ser capazes de determinar 

processos infecciosos. 

Os dados obtidos mostram que K.pneumoniae de origem hospitalar 

produz mecanismos para a multiresistência aos antimicrobianos de utilização 

rotineira na prática clínica; que possuem capacidade de adesão, fixação, 

colonização e agressão aos diferentes tipos de tecidos; que apresentam 

aparatos para sobreviver em ambientes e situações inóspitas; alem de 

estarem aptos a desenvolver mecanismos de escape ao sistema 

imunológico do hospedeiro. 

Desta forma, K.pneumoniae é patógeno oportunista que pode ser a 

causa de patologias graves. Tipicamente, as infecções ocasionadas por 

Klebsiella são nosocomiais e por cepas multiresistentes, produtoras de 

ESBL. O paciente hospitalizado, imunocomprometido por doenças de base é 

o principal alvo desta bactéria. Neste contexto, K.pneumoniae é agente 

emergente nas infecções hospitalares, uma vez que se tem observado um 

aumento gradativo deste patógeno dentre os bacilos Gram-negativos e ainda 

apresenta a característica agravante da limitação terapêutica, impondo 

medidas de controle rigorosas para conter as infecções hospitalares 

ocasionadas por este microrganismo. 

O estudo de outros fatores de resistência e virulência em 

K.pneumoniae, assim como as relações desta bactéria com o hospedeiro e o 

meio ambiente, poderão contribuir para a compreensão da dinâmica das 

infecções hospitalares como um todo e auxiliar, sobremaneira, na 

padronização de ações que visem minimizar tais infecções. 
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CONCLUSÕES 

Os resultados do presente estudo mostraram que: 

1- Isolados hospitalares de K.pneumoniae apresentaram altas taxas de 

resistência às cefalosporinas de terceira geração; 

2- Os isolados hospitalares de K.pneumoniae apresentaram prevalência de 

ESBL, enquanto que os isolados comunitários não produziram essas 

enzimas; 

3- A maioria dos isolados ESBL-positivos apresentou pelo menos dois 

genes codificadores para beta-lactamases; 

4- K.pneumoniae apresentou plasmídios de elevada massa molecular 

distribuídos nos três grupos, embora os isolados hospitalares 

apresentassem maior número de plasmídios por amostra; 

5- K.pneumoniae possui genes para a montagem de fímbrias tipo 1 e tipo 3 

porém, isolados comunitários mostraram ser estatisticamente diferentes 

quanto a capacidade de produzir a adesina da fímbria tipo 3; 

6- K.pneumoniae isolados de infecção mostraram maior prevalência do 

gene que codifica o receptor para aerobactina; 

7- Isolados de K.pneumoniae de infecção apresentaram maior número de 

sequências gênicas relacionadas aos fatores de virulência investigados. 

Conclui-se que, os isolados de K.pneumoniae que apresentam 

resistência a cefalosporinas por produzirem ESBL, que possuem codificação 

gênica para o receptor de aerobactina e para a adesina da fímbria tipo 3, 

apresentam maior potencial de patogenicide. 
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APÊNDICE 

1.-MEIOS DE CULTURA 

1.1-Agarose (0,8%, 1,0%, 1,5% e 2%) 

Foi pesada a quantidade de agarose necessária para a concentração 

desejada, dissolvida a quente em 70ml de solução tampão TEB [1x] 

(Apêndice 2.3), diluída 20 vezes, resfriada a aproximadamente 50°C e 

vertida no suporte para gel em cuba de eletroforese vertical ou horizontal. 

1.2-Agar Mac Conkey - MCA 

O Agar foi dissolvido em água destilada e autoclavado conforme 

recomendações do fabricante (Difco Becton-Dickinson and Co,Maryland, 

EUA). 

1.3- Agar Mueller-Hinton - MHA 

O meio de cultura foi dissolvido em água destilada e autoclavado 

conforme especificações do fabricante (Difco- Becton-Dickinson and 

Co. ,Maryland, EUA). O controle de esterilidade feito por incubação a 37°C 

por 18 a 24 horas e estocado a 4°C por um período de até oito dias. 

1.4-Agar Nutriente -AN 

O Agar nutriente foi preparado com 1 0g de peptona, 5g de extrato de 

carne, 5g de NaCI, 15g de Agar e 1.000ml de água destilada. Ajustado o pH 

para 7.5 e autoclavado a 121ºC durante 15 minutos. Mantido em 

temperatura ambiente. 

1.5-Agar Sangue 

A base utilizada para preparar o Agar sangue foi o Agar Mueller­

Hinton - MHA (Apêndice 1.3), o qual foi reidratado conforme recomendações 
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do fabricante (Difco- Becton-Dickinson Co., Maryland, USA). Foi autoclavado 

a 121 ºC por 15 minutos e resfriado a 50°C para adição de 5% de sangue 

desfibrinado, de carneiro. O controle de esterilidade foi feito por incubação a 

37oC., durante 18 a 24 horas e estocado sob refrigeração. 

1.6-Caldo Luria Bertani - LB 

Este meio foi preparado com 1 0g de triptona, 5g de extrato de 

levedura, 5g de NaCI, 0,2ml de NaOH (1 0mM) e 1.000ml de água 

destilada, autoclavado a 121ºC durante 15 minutos. O controle de 

esterilidade foi feito por incubação a 37°C por 18 a 24 horas e estocado em 

temperatura ambiente. 

1.7-Caldo Mueller-Hinton - MHB 

O meio de cultura foi dissolvido em água destilada, autoclavado 

conforme especificações do fabricante (Merck, Rio de Janeiro-RJ, Brasil). O 

controle de esterilidade feito por incubação a 37°C por 18 a 24 horas e 

estocado a 4°C por um período de até 15 dias. 

1.8-Caldo Triptona de Soja - TSB 

O meio de cultura foi dissolvido em água destilada e autoclavado 

conforme especificações do fabricante (Merck, Rio de Janeiro-RJ, Brasil). O 

controle de esterilidade foi feito por incubação a 37°C por 18 a 24 horas e 

após, estocado a 4°C por um período de até 15 dias. 

1.9- Meio Cary-Blair 

Tioglicolato de sódio 

Fosfato sódico bibásico 

NaCI 

Agar 

H2O destilada q.s.p. 

1,5g 

1, 1g 

5,0g 

5,0g 

1000ml 
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Todos os componentes foram dissolvidos a quente e esterilizados em 

vapor fluente durante uma hora. O meio foi estocado sob refrigeração por 

até 15 dias. 

1.10-Meio EPM 

Base- Triptona 10,0g 

Extrato de carne 2,0g 

L-Triptofano 2,0g 

NaCI 5,0g 

Na2HPO4 1,22g 

Agar 11,0g 

H2O destilada q.s.p.1000ml 

Solução A- Solução alcoólica de azul de bromotimol 1,5%, pH 7,0 

Solução 8-

Citrato de ferro amoniacal 2,0g 

Tisosulfato de sódio 2,0g 

Glicose 

Uréia 

H2O destilada 

10,0g 

40,0g 

84,0ml 

Todos os componentes da Base A foram dissolvidos a quente 

e autoclavados a 121ºC por 15 minutos. Resfriado em banho-maria 

(aproximadamente 50ºC) e adicionado a solução A e 17,6g da solução B 

para cada 1000ml de base. O meio foi estocado por até 15 dias sob 

refrigeração. 

1.11-Mlli Agar 

L-triptofano 2,0g 

Extrato de levedura 3,0g 

Peptona 10,0g 

Triptona 10,0g 

L-lisina 1 0,0g 

Glicose 1,0g 



Agar 

H2O destilada 

1,8g 

1000ml 
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Solução A - Solução alcoólica de púrpura de bromocresol ,0,02% 

Todos os componentes foram dissolvidos a quente, medido o pH 7,2 e 

autoclavado a 121 ºC por 15 minutos. Resfriado em banho-maria 

(aproximadamente 50°C) e adicionado a solução alcoólica de púrpura de 

bromocresol. O meio foi estocado por até 15 dias sob refrigeração. 

2- REAGENTES E SOLUÇÕES 

As soluções e tampões foram dissolvidos em água bidestilada, ultra­

pura, pelo sistema Milli Q ( Millipore, São Paulo, SP.) 

2.1-Solução Tampão Tris-HCI, pH 7,0 

Trizma-base 20mM 

EDTA 1mM 

H2O bidestilada q.s.p· 1000ml 

Após d issolução a quente do Na2EDTA foram adicionados Trizma 

base (pH8,0) e água bidestilada para completar o volume. A solução foi, 

então, autoclavada a 121ºC por 15 minutos e mantida em temperatura 

ambiente. 

2.2- Solução Tampão Tris-EDTA, pH 8,0 - TE 

Trizma- base HCI 10mM 

EDTA 1mM 

H2O bidestilada q.s.p. 1000ml 

Após dissolução a quente do Na2EDTA, foram adicionados Trizma 

base (pH8,0) e água bidestilada para completar o volume. A solução foi, 

então, autoclavada a 121 ºC por 15 minutos e mantida em temperatura 

ambiente. 
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2.3- Solução Tris-EDTA-Borato, pH 8.0 [1 OX] - TEB 

Trizma base 0,89mM 

Acido bórico 0,89mM 

EOTA(ethylenediaminetetracétic acid) 0,02M 

Água bidestilada q.s.p. 1000 mi 

Após dissolução a quente do Na2EOTA, em aproximadamente 500ml 

de água bidestilada, foram adicionados os demais componentes. O pH foi 

ajustado para 8,0 e o volume completado para 1000ml. No momento do uso, 

esta solução foi diluída em água bidestilada. 

2.4- Solução Tampão de Lise- pH 12,45 

NaOH 2N 

Tris base 

SOS 

50mM 

3% 

Cada solução foi feita em separado. Ressuspenso o Tris-base e o 

SOS em 7,5ml de água destilada e acrescentado 410µL da solução de 

NaOH 2N. Completado o volume para 10ml. Conferido o pH 12,45. 

2.5- Solução Ficoll - Azul de Bromofenol 

Ficol 

Azul de Bromofenol 

Tris-EOTA-TE, pH 8,0 

10% 

0,025% 

O ficol foi dissolvido a quente em solução tampão TE (item 2.2) e, 

após o resfriamento da solução, foram adicionados azul de bromofenol e 

solução tampão TE pH 8,0 para completar o volume. 

2.6- Solução Ficol - Xilenocianol [5X] 

Xilenocianol 0,0125g; Ficol 1,5g; H20 destilada, q.s.p. 10ml Foi 

usada uma solução 0,125ul de xilenocianol [5x] e adicionado ficol a 15%. 
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2. 7-Solução Fenol-Clorofórmio 

Fenol redestilado 50ml 

Hidroxiquinolina (O, 1 %) 0,05g 

Tris -base HCI 1 M 

Clorofórmio 50ml 

Alcool-isoamílico 0,5ml 

O fenol foi dissolvido em banho-maria. Adicionada a hidroxiquinoleína 

e o tampão Tris. Agitado por 5 min. Após, deixado a 4°C para o 

aparecimento de duas camadas. Desprezada a camada superior e 

adicionado o tampão TNE. Desprezada a camada superior. Adicionado 

50ml de clorofórmio e o álcool isoamílico. Misturado por cinco min. Após o 

aparecimento da dupla camada a 4°C permaneceu estocado sob 

refrigeração até o momento do uso e protegido da luz. 

2.8- Tampão de Reação para PCR [10X] 

Tris-HCI, pH .9.0 75mM 

KCI 50mM 

2mM 

20mM 

A solução foi preparada em água bidestilada (Milli-Q) e autoclavada a 

121 ºC durante 15 minutos. No momento do uso, foi diluída 1 O vezes na 

mistura final da reação. 

2.9- Tampão da Taq DNA polimerase 

Tris-HCI, pH .a.o 1 OmM 

KCI 50mM 

EDTA 1mM 

Triton X-100 

Glicerol 

0,1% 

50% (v/v) 

A solução foi preparada em água bidestilada e esterilizada, sendo 

estocada a -20°C. 
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2.10-Solução de oligonucleotídeos (dNTP) fosfatados (10mM) 

As soluções de desoxinucleotídeos (dNTP}, desoxiadenosina, 

desoxiguanosina, desoxicitosina e desoxitimidina) trifosfatadas (Gibco BRL® 

Life Technologies, Grand lsland, NY, USA}, obtidos separadamente na 

concentração de 10mM, foram preparadas em solução tampão própria e 

armazenadas a -20ºC. 

No momento do uso, cada uma das soluções foi diluída em água 

bidestilada e esterilizada, para uma concentração final de 0,2mM, na mistura 

da reação. 

2.11-Solução de Oligonucleotídeos 

Os oligonucleotídeos, obtidos sob a forma liofilizada, foram diluídos 

em água bidestilada (Milli-Q) e autoclavada a 121°C por 15 minutos, na 

concentração de 1 00pM/µI e mantidos a -20°C. 

Na reação, foi utilizada a concentração de 0,5pM/ µL. 

2.12-Solução de brometo de etídio (Smg/ml) 

O brometo de etídio foi dissolvido em solução tampão Tris a 0,05M 

(pH 8,5) e armazenado em frasco escuro à temperatura de 4°C. 

No momento do uso, 50 µL de solução de brometo de etídio foi diluído 

em 100ml de água destilada e protegido da luz. 

2.13- Solução para diluir cem pares de base (100pb) 

Foram utilizados 2,5µL da solução de 1 00pb, adicionados 1 0µL da 

solução de ficol com xilenocialnol [5x] e 50µL de água ultra pura e 

autoclavada, para completar o volume necessário. 



2.14- Solução salina tamponada com fosfato, pH 7,4- PBS 

NaCI 136,9mM 

KCI 2,?mM 

Na2HP04 8,1mM 

1,SmM 

1000ml 
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Os sais foram dissolvidos em água deionizada e a solução foi 

autoclavada a 121ºC, por 15 minutos, sendo armazenada a 4°C. 
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São Paulo, 10 de março de 2003. 

Prezado(a) Senhor(a) 

O Comitê de Ética em Pesquisa da FCF/USP, em reuniao realizada em 24 de 
fevereiro do corrente ano, aprovou o projeto "Fatores de virulência em amostras 
de Klebsiella pneumoniae isoladas de surto em Unidade Neonatal de Tratamento 
Intensivo (UTI-NEO) de um Hospital Universitário", apresentado por Vossa 
Senhoria, devendo apenas ser informada a fonte financiadora do projeto em 
questão. 

Lembramos que após a execução de 50% do cronograma do projeto, deverá ser 
apresentado um relatório parcial, de acordo com o Artigo 18 - item C, da 
Portaria FCF-111/97. 

Atenciosamente, 

c......,...C...-Z--<-

Prof. Tit. Dulcinéia Saes Parrçi _Abdalla 
Coordenadora do Comitê de Ética em Pesquisa da FCF/USP 

Ilmo(a) Sr(a). 
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ANEXOI 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Pretendo desenvolver uma pesquisa que tem por finalidade estudar como 
alguns micróbios fazem para causar doenças nas crianças recém-nascidas, para 
depois sugerir maneiras para evitar ainda mais estas infecções dentro dos berçários. 

Para isso, necessito de amostras de fezes de bebês que não tenham diarréia ou 
outras doenças e que não estejam hospitalizados, para comparar com materiais de 
crianças recém-nascidas que estejam doentes e internadas. 

Solicito sua autorização para colher uma amostra de fezes do seu bebê para 
este estudo. Informo que será uma única vez e que esta coleta não trará danos de 
nenhuma ordem para sua criança. 

Esclareço que em qualquer momento a autorização poderá ser 
retirada e o material poderá ser excluído da pesquisa, pois em nenhum 
momento será usado o nome do bebê, somente o material cedido. 

Nada será cobrado e os resultados permanecerão em total sigilo. 
Esclareço ainda que, esta coleta de fezes não gera direito a 

atendimento no HURNP e qualquer dúvida posterior poderá ser esclarecida 
por mim, através do fone 3371-2346. 

CONSENTIMENTO PÓS ESCLARECIDO 

Eu, _____________________________ _ 

declaro que fui esclarecida (o) sobre a pesquisa a ser desenvolvida e depois 
de ter entendido o que me foi explicado, autorizo a coleta de uma amostra 
de fezes do meu filho(a) para este estudo. 

Londrina, ____ / ___ / 

pesquisador mãe ou responsável 
Ora. Regina M.B.Quesada 



ANEXO li 

PROTOCOLO PARA OBTENÇÃO DE AMOSTRAS DE FEZES/ SWAB 
RETAL DE RN SAUDÁVEIS PARA A PESQUISA DE Klebsíella 
pneumoniae 

FICHA 
Nº. ------
NOME: -------------------------

Data de nascimento: __ / __ / __ _ peso: ____ _ 

Tempo de hospitalização: ______ dias 

Tipo de parto: normal ( ) cesárea ( ) 

Aleitamento: peito ( ) mamadeira ( ) 

Diarréia nos últimos 8 dias: sim ( ) não ( ) 

Uso antibióticos nos últimos 8 dias: sim ( ) não ( ) 

Gripe/ resfriado nos últimos 8 dias: sim ( ) não ( ) 

Intervenção cirúrgica: sim ( ) sítio anatômico _____ não ( ) 

Infecção Urinária nos últimos 15 dias: sim ( ) não ( ) 

Nome mãe ou responsável: _________________ _ 

Endereço: 

Posto de Saúde: ___________________ _ 

Cultura: 

Cultura negativa p/ K.pneumoniae ( ) 
Responsável pelo Cultivo 
Regina M.B.Quesada 



ANEXO Ili 

TABELA 1- Padrão interpretativo dos diâmetros dos halos de inibição de 
crescimento e CIM equivalentes, em pontos de corte, para 
Enterobacteriaceae, referente a cada antimicrobiano e sua respectiva 
concentração, segundo NCCLS. 

Antimicrobianos 

Amicacina 
Ampicilina 
Ampicilina/Sulbactam 
Amoxicilina/ Ac. Clavul. 
Aztreonam 
Cefalotina 
Cefepima 
Cefotaxima 
Cefoxitina 
Cefpodoxima 
Ceftazidima 
Ceftriaxona 
Cefuroxima 
Ciprofloxacina 
Gentamicina 
lmipenem 
Levofloxacina 
Meropenem 
Nitrofurantoina 
Norfloxacina 
Piperacilina 
Piperacilina/ Tazobactam 
Ticarcilina/ ac. Clavulânico 
Tobramicina 
Trimetoprim/sulfametoxazol 
Fonte: NCCLS, 2002. 

Diâmetro do halo (mm) 
Concentração 

(µg) R s 

30 
10 

10/10 
20/10 

30 
30 
30 
30 
30 
10 
30 
30 
30 
5 
10 
10 
5 
10 

300 
10 

100 
100/10 
75/10 

10 
1,25/ 23,75 

~14 
<13 
~11 
<13 

~15 
<14 
<14 
<14 
<14 
<17 
<14 
<14 
~14 
~15 
~12 
<13 
<15 
~13 
~14 
~12 
<17 
<17 
<14 
~12 
<10 

15-16 
14-16 
12-14 
14-17 
16-21 
15-17 
15-17 
15-22 
15-17 
18-20 
15-17 
15-22 

15-22 
16-20 
13-14 
14-15 
16-20 
14-15 
15-16 
13-16 
18-20 
18-20 
15-19 
13-14 
11-15 

?.17 
?.17 
~15 
~18 
>22 
?_18 
~18 
~23 
~18 
>21 
~18 
?_23 
~23 
~21 
~15 
~16 
~21 
~16 
~17 
~17 
>21 
~21 
~20 
~15 
>16 

CIM 
Pontos de corte 

(µg/mL) 

R S 
?_32 ~16 
~32 <8 
~32/16 ~8/4 
~32/16 ~8/4 
~32 ~8 
~32 ~8 
>32 ~8 
~64 ~8 
~32 ~8 
>8 <2 
~32 ~8 
~64 <8 
~32 <4 
~4 ~1 
>8 ~4 
~16 <4 
~4 <1 
~16 <4 
~128 ~32 
>16 ~4 
>128 ~16 
~128/4 ~16/4 
~128/2 ~16/2 
~8 ~4 
>8/152 <2/38 



ANEXO Ili 

TABELA 2- Percentual de sensibilidade das 
amostras de K.pneumoniae dos grupos Hi, Hc e Co 
frente aos antimicrobianos de uso clínico. 

Antimicrobianos 

Amicacina 

Cefalotina 

Cefazolina 

Cefepima 

Cefotaxima 

Cefotetam 

Cefpodoxima 

Ceftazidima 

Ceftriaxona 

Cefuroxima 

Ciprofloxacina 

Gentamicina 

lmipenem 

Sulfamet+ Trimetop 

Hi (%f> Hc (%f> Co (%f> 

76 88 96 

28 44 92 

36 48 96 

52 72 100 

36 48 100 

100 100 100 

36 48 100 

36 52 100 

48 56 100 

32 48 100 

68 80 100 

56 60 96 

100 100 100 

44 60 96 

lºl Percentuais de sensibilidade obtidos pelo método de microdiluição. 
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ANEXO IV 

Tabela 1 - Conjunto de dados apresentados pelos isolados Hi de 
K.pneumoniae, correlacionando amostra, material biológico, 
mucosidade colonial, suscetibilidade a cefalotina, produção de 
ESBL e presença de genes codificadores de beta-lactamases 

Amostras Mat. Biol. MUC CFL ESBL blaTEM blaSHV blaCTX-M 

Hi 1 
Hi 2 
Hi3 
Hi4 
HiS 
Hi6 
Hi? 
Hi8 
Hi9 
Hi 10 
Hi 11 
Hi 13 
Hi 17 
Hi 19 
Hi20 
Hi23 
Hi24 
Hi29 
Hi34 
Hi38 
Hi39 
Hi40 
Hi41 
Hi43 
Hi44 

Sangue. 
Caleler. 
Secreção 
Secreção. 
Secreção. 
Secreção 
Sangue 
Secreção 
Liq. Pleural 
Sangue 
Cateter 
Urina 
Urina 
Urina 
Urina 
Urinai 
Secreção 
Urina 
Tecido 
Urina 
Liq. Periton. 
Sangue 
Sangue 
Tecido 
Urina 

+ 
+ 

-+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

R 
R 
R 
R 
s 
s 
s 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
s 
R 
s 
R 
R 
s 
R 
R 
R 
R 
R 
s 

+ 

-+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

-+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Mat.Biot.- material biológico; MUC- presença(+) ou ausência(-) do fenótipo mucóide; CFL- resísténcia (R) ou 
sensibilidade (S) à cefalotina ; ESBL - produção (+) ou ausência de produção (-) de belâlact:mase de 
espectro estendido; blaTEM. blaSHV e blaCTX-M - presença(+) ou ausência(-) de genes codificadaes de 
belãlactamases dos tipos TEM,SHV e CTX-M. Liq. Pletrcll- Liquido pleural; Liq. Periton. -liquido peritoneal. 



ANEXO IV 

Tabela 2 - Conjunto de dados apresentados pelos isolados Hc de 
K.pneumoniae, correlacionando amostra, material biológico, 
mucosidade colonial, suscetibilidade a cefalotina, produção de 
ESBL e presença de genes codificadores de beta-lactamases 

Amostras Mat. Biol. MUC CFL ESBL blaTEM blaSHV blaCTX-M 
Hc 1 Sec.Traq. + R + + + + 
Hc 2 Sec.Traq. + S 
Hc 3 Sec.Traq. + R + + + 
Hc 4 Sec.Traq. + R + + + 

Hc 5 Sec.Traq. + S 
Hc 6 Sec.Traq. + S 
Hc 7 Swab retal S 
Hc 8 Swab retal + S 
Hc 9 Swab retal + R + + + + 

Hc 1 O Swab retal S 
Hc 11 Swab retal + R + + + + 

Hc 12 Fezes + R + + + + 

Hc 13 Swab retal R 
Hc 14 Fezes S 
Hc 15 Swabretal + R + + + + 

Hc 16 Swab retal S 
Hc 17 Fezes + S 
Hc 18 Swabretal + R + + + + 

Hc 19 Fezes + S 
Hc 20 Swab retal + R + + + + 

Hc 21 Swab retal + R + + + + 

Hc 22 Fezes R + + + + 

Hc 23 Fezes + R + 

Hc 24 Sec. Traq. + S 
Hc 25 Sec. Traq. R + + + 

MalBioL- matefial biológico; MUC- presença (+) ou ausência(-) do fenótipo mucóide; CFL- resistência (R) ou 
sensibilidade (S) à cefalotina ; ESBL - produção (+) ou ausência de produção (·) de beta-lactanase de 
espectro estendido; blaTEM, blaSHV e blaCTX-M - presença(+) ou ausência(-) de genes coáficadores de 
beta-lactanases dos tipos TEM,SHV e CTX-M. Séc.Traq.-secreção traqueal; 



ANEXO V 

TABELA 1- Ocorrência de sequencias gerncas que codificam beta­
lactamases de espectro estendido (ESBL) dos tipos TEM, SHV e CTX-M, em 
amostras de K. pneumoniae dos grupos Hi e Hc. 

Seqüências gênicas Seqüências gênicas 

Isolados Isolados 
biare .. blasHv blacrx-M biare .. blasHV blacrx_.. 

Hi Hc 

Hi 1 + - + Hc 1 + + + 

Hi2 + - + Hc3 - + + 

Hi3 + - + Hc4 - + + 

Hi4 + + + Hc9 + + + 

Hi8 + - + Hc11 + + + 

Hi9 + - + Hc12 + + + 

Hi 10 + - + Hc15 + + + 

Hi 11 + + + Hc18 + + + 

Hi 13 + + + Hc20 + + + 

Hi 17 + - + Hc21 + + + 

Hi20 + - + Hc22 + + + 

Hi23 - - - Hc23 - - -
Hi29 + - + Hc25 + - + 

Hi38 + - + 

Hi 39 + - + 

Hi 40 + - + 

Hi41 - - + 

Hi43 - - -
Total(%) 15 (83,3) 3 (16,6) 16 (88,8) Total(%) 10 (76,9) 11 (84,6) 12 (92,3) 

blareM _ beta lacta ma se tipo TEM: b/asHv- beta lactamase tipo SHV; b/arcrx-M _ beta 
lactamase tipo CTX-M. 



ANEXO VI 

TABELA 1 - Resultados das pesquisas de sequências gênicas relacionadas 
aos fatores de virulência apresentados pelas cepas de K.pneumoniae do 
grupo de amostras Hi. 

Seqüências Gênicas Investigadas 

Amostras 
mrkA mrkD fimA fimH Kkpsll iutA 

Hi 1 + + + + - + 
Hi2 + + + + - + 
Hi3 + + + + - + 
Hi4 + + + + - + 
Hi5 + - + + - + 
Hi6 + + + + - + 
Hi7 + + + + - + 
Hi8 + + - - - + 
Hi9 + - + - - + 
Hi 10 + + + - - + 
Hi 11 + + + - - -
Hi 13 + + + + + -
Hi 17 + + + - + -
Hi 19 + + + + - + 
Hi20 + + + + - -
Hi23 + + + + - + 
Hi24 + + + + - + 
Hi29 + + + + - -
Hi 34 + + + + - + 
Hi38 - - + + - + 
Hi39 + + + - - + 
Hi40 + + + - - + 
Hi41 + - - - - + 
Hi43 + + + - - -
Hi44 + - - - - + 
Total 24(96%) 20(80%) 22(88%) 15(60%) 2(8%) 19(76%) 



TABELA 2 - Resultados das pesquisas de sequências gerncas 
relacionadas aos fatores de virulência apresentados pelas cepas de 
K.pneumoniae do grupo de amostras Hc. 

Seaüências gênicas investigadas 

Amostras 
mrkA mrkD fimA fimH Kk,:,s11 iutA 

Hc 1 + + + + - + 
Hc2 + + + + - + 
Hc3 + + + + - -
Hc4 - - + + - -
Hc 5 + + + + - + 
Hc6 + + + + - + 
Hc 7 + + + - - + 
Hc 8 + + + - - + 
Hc 9 + + + - - -
Hc 10 + + + - - + 
Hc 11 + + + - + -
Hc12 + + - - - -
Hc13 + + - - - + 
Hc 14 - + - - - -
Hc15 + - + + + + 
Hc16 + - - - - -
Hc 17 + + + + - + 
Hc18 + + + + - + 
Hc 19 + + + + - + 
Hc20 + + + + - -
Hc 21 + + + + - -
Hc22 + + - - - -
Hc23 + + + - - -
Hc24 + + + + - -
Hc 25 + - - - - + 
Total 23(92%) 21(84%) 19(76%) 13(52%) 2(8%) 13(52%) 



TABELA 3 - Resultados das pesquisas de sequências gênicas 
relacionadas aos fatores de virulência apresentados pelas cepas de 
K.pneumoniae do grupo de amostras Comunitárias (Co). 

Seqüências 
gênicas 
investigadas mrkA mrkD 

Amostras 
Co 2 + + 
Co 4 + + 
Co 5 - -
Co 7 + + 
Co 8 + -
Co 9 + -
Co 11 + + 
Co 13 + + 
Co 14 + -
Co 16 + + 
Co 34 + -
Co 39 - -
Co 47 + -
Co 53 + -
Co 56 + -
Co 59 + + 
Co 62 + + 
Co 69 - -
Co 71 + + 
Co 74 + + 
Co 91 - -
Co 99 + + 
Co111 - -
Co112 + -
Co120 - -
Total 19(76%) 11 (44%) 

LIV. e:eo, r~ d.o &.,J;~ 
N. E. 
DATA o22/0:l.>I Dl( 
PREÇO -

1 
TOMBAMENTO ..:zstQslº~ 

fimA fimH Kkpsll iutA 

+ + - + 
+ + - -
+ + - -
+ + - -
+ + - -
+ + - -
+ + - -
+ - - + 
+ + - + 
+ + - -
+ + - + 
- - - -
- - - + 
- - - + 
- - - + 
- - - -
- - - + 
+ + - -
+ - - + 
+ - - -
- - - -
+ + - -
- - - -
+ - - + 
+ - - -

17(68%) 12(48%) 0(%) 10(40%) 
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