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RESUMO

Brolezzi M. Aspectos fisiologicos e genéticos que caracterizam Enterobactérias isoladas de cana-ac-
agticar ou de origem clinica. [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. S3o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2014.

Membros da familia Enterobacteriaceae sdo comumente encontrados em simbiose com plantas,
promovendo o crescimento vegetal, principalmente, através da reducdo do nitrogénio atmosférico a amonia,
provavelmente devido a transferéncia deste nitrogénio combinado a planta. Entretanto, enterobacterias sdao
os principais patogenos na medicina humana e veterinaria. Estas infec¢des podem ser adquiridas através ¢
fonts exdgenas, incluindo agua, fezes, trato intestinal de animais, frutas e vegetais. O objetivo deste estuc..
¢ buscar marcadores genéticos ¢ fisioldgicos que caracterizem espécies de enterobactérias isoladas de
plantas e origem clinica. Enterobactérias isoladas de cana-de-ac¢tcar (n=24) e de origem clinica (#=15)
foram submetidas a testes fisioldgicos, bioquimicos € genéticos, como: 1) analise da capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico; ii) avaliar a presenca do gene nifH; iii) definir o perfil de susceptibilidade a
antibidticos; iv) atividade hemolitica; v) producdo de substdncias promotoras de crescimento; e, Vi)
liberagdo de enzimas extracelulares que favorecem a entrada na planta. A identificagdo bacteriana foi
realizada por MALDI TOF-MS e sequenciamento dos genes /6S rRNA, rpoB and gapA. Arvores
filogenéticas foram construidas e a relagdo clonal foi realizada por ERIC PCR. Para isolados clinicos, a
identificagdo por MALDI TOF-MS mostrou 100% de correlagdio com o método molecular, mas essa
correlagdo ¢ reduzida a 75% em amostras de origem ambiental. Isolados endofiticos e de rizosfera
pertencem aos géneros: Klebsiella, Enterobacter ¢ Kosakonia e os isolados clinicos pertencem aos géneros:
Klebsiella, Enterobacter e Pluralibacter. A atividade da nitrogenase e os perfis de susceptibilidade a
antibidticos foram bons marcadores, pois foram os ensaios que mais diferenciaram amostras de origem
clinica e ambiental (p< 0.05). Amostras ambientais provaram ser melhores fixadores de nitrogénio,
enquanto as clinicas exibiram perfil de multipla resisténcia a antibidticos. Para o ensaio de redu¢do de
acetileno, 87.5 % das amostras ambientais foram positivas, enquanto 20% das amostras clinicas
apresentaram a nitrogenase ativa. O gene relacionado a fixacdo de nitrogénio, nifH, foi encontrado em 94 ¢
40% das amostras ambientais e clinicas, respectivamente. A produgdo de hemolisina e fitormonios [acido
indol-3-acético (AIA) e etileno] ndo foram suficientemente distintivas para caracterizar os grupos, uma vez
que, AIA foi produzido em 100 e 83% dos isolados clinicos e ambientais, respectivamente. O fitormdnio
etileno foi produzido por aproximadamente 93% de todas as amostras. Cerca de 80% de todos os isolados
foram capazes de solubilizar fosfato; e pectinase foi produzida por 33 e 46% das amostras ambientais e
clinicas, respectivamente. Por fim, enterobactérias ndo possuem uma relacdo clonal, embora a
heterogeneidade entre amostras patogénicas e ambientais seja evidente. Atividades metabolicas e
fisiologicas altamente conservadas, sustentadas pelo ponto vista genético, permitem a distribui¢do destas
espécies em diferentes ecossistemas, e, em condigdes favoraveis, esta adaptacdo pode contribuir para o
estabelecimento de processos patogénicos em animais ou simbidticos em plantas. Entdo, enterobacterias
ambientais podem se tornar patogénicas, enquanto isolados clinicos podem se adaptar a condi¢des
ambientais.

Palavras-chave: Enterobacteriaceac. Cana-de-agucar. Fixag@o biologica de nitrogénio. Antibidticos.

Ambiental. Clinica.



ABSTRACT

Brolezzi M. Physiological and genetic characteristics that distinguish Enterobacteriaceae from
sugarcane and clinical sources. [Master’s thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo: Instituto de Cié€ncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2014.

Members of the Enterobacteriaceae family are commonly found in symbiosis with plants, promoting their
growth mainly by the reduction of the atmospheric nitrogen to ammonia, probably due the transference of
combined nitrogen to the plant. On the other hand, enterobacterias are major pathogens in human and
veterinary medicine. In this regard, mostly associated infections can be acquired from exogenous sources,
including water, sewage, intestinal tract of animals, fruits and vegetables. The aim of this study was to
characterize physiological and genetic markers that distinguish enterobacterias species isolated from plant
food and clinical sources. Enterobacterias isolates from sugarcane (#=24) and clinical samples (n=15) were
characterized regarding physiological, biochemical and genetic properties using laboratory assays to: 1)
verify the ability to fix atmospheric nitrogen; ii) evaluate the presence of the nifH gene; iii) determine the
antibiotic susceptibility profile; iv) screen for hemolytic activity; v) production of plant-growth promoting
compounds; and, vi) study the release of extracellular enzymes favoring the entry into the host plant.
Bacterial identification was made by MALDI TOF-MS and sequencing of the 16S rRNA, rpoB and gapA
genes. Phylogenetic trees were constructed and the clonal relatedness was evaluated by ERIC PCR. For
clinical isolates, identification by MALDI TOF-MS had 100% correlation with the molecular method and
otherwise this correlation was reduced to 75% in environmental strains. While, endophytic and rhizosphere
isolates belonged to genus Klebsiella, Enterobacter and Kosakonia, clinical isolates belonged to Klebsiella,
Enterobacter and Pluralibacter genus. Nitrogenase activity and the antibiotic susceptibility profiles was
specific marker, which distinguished clinical and environmental strains (p< 0.05). Indeed, environmental
strains proved to be best nitrogen fixers whereas clinic strains exhibited a multidrug-resistant profile. In the
acetylene reduction assay 87.5 % of the environmental strains were positive, whereas 20% of the clinic
strains had active nitrogenase. In this regard, the nifH gene was found in 94 and 40% of environmental and
clinical isolates, respectively. The production of hemolysin and phytohormones [i.e., indole-3-acetic acid
(IAA) and ethylene] were not sufficiently distinguishable to characterize both groups, since IAA was
detected in 100 and 83% of clinical and environmental strains, respectively. Moreover, the ethylene
phytohormone was produced by approximately 93% of all isolates. About 80% of all isolates were able to
solubilize phosphate and pectinase was produced by 33 and 46% of environmental and clinical strains,
respectively. Finally, enterobacterias species were clonally unrelated. Although, heterogeneity of
pathogenic and environmental Enterobacteriaceae is evident, highly conserved physiological and metabolic
activities are supported on a genetic background that allow a wide distribution along different ecosystems,
and in favorable conditions this adaptation could contribute to the establishment of a pathogenic process in
animals or symbiosis in plants. So, environmental enterobacterias isolates can become pathogenic, whereas
clinical strains can adapt to environmental conditions.

Keywords: Enterobacteriaceae. Sugarcane. Biological nitrogen fixation. Antibiotics. Environmental.
Clinical.



1 INTRODUCAO

Linhagens bacterianas com potencial valor para a agricultura, promovem o crescimento das
plantas e também atuam no controle de fitopatdgenos, entretanto, muitas vezes, estas mesmas
espécies estdo associadas a doengas humanas (Dong et al., 2003).

Por exemplo, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae recebe muita atengcdo devido a
associagdes com doengas em humanos e animais (Wei et al., 2008), mas também ¢ encontrada
em associa¢des ndo patogénicas com espinafre (Lavizzari et al., 2010) e arroz (Zhang et al.,
2008) ou em associagdes patogénicas em abacaxizeiro (Korres et al., 2010). Nao esta totalmente
elucidado como uma espécie poderia ser tdo bem sucedida nesses hospedeiros tdo diferentes,
como frutas e tecido humano, podendo ou ndo causar sintomas de doenga em ambos. A formagao
de biofilme pode estar relacionada, pois ¢ um dos principais mecanismos de patogenicidade desta
espécie (Ohgaki, 1994). Korres et al. (2010) verificaram que isolados clinicos humanos e
fitopatogénicos de K. pneumoniae subsp. pneumoniae possuem caracteristicas similares na

adesdo e formacao de biofilmes, apesar da diferenga dos substratos originais.

1.1 Membros da familia Enterobacteriaceae em hospedeiros vegetais e humanos.

Membros da familia Enterobacteriaceae sio comumente encontrados no solo, agua, plantas
e animais. Esta familia pertence a subdivisio Gamma, filo Proteobacteria ¢ representada pelo
menos 44 géneros e 176 espécies identificadas. Caracteristicas fenotipicas, hibridizagdo DNA-
DNA, andlises das sequéncias dos genes /6S rRNA e outros genes housekeeping t€ém sido
utilizadas no estudo filogenético e identificagdo das espécies de enterobacterias (Paradis et al.,
2005; Pham et al., 2007; Toth et al., 2006). Recentemente, o método de ionizagdo e dessor¢do a
laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) tornou-se um método rapido para a identificacdo de

bactérias em nivel de género e espécie (van Baar, 2000).

1.1.1 Género Klebsiella

Originalmente, o género Klebsiella, devido a sua importancia médica, foi subdividic.. «.a

trés espécies, correspondentes as doengas que causavam: K. pneumoniae (pneumonia), K.



ozaenae (rinite atrofica/ozena) e K. rhinoscleromatis (rinoscleroma). A medida em que a
taxonomia se tornou cada vez mais refinada, devido ao desenvolvimento de novos métodos, a
classificacdo de espécies, neste género, foi continuamente revista. Com o tempo, trés
classificacdes principais emergiram, os de Cowan, Bascomb e Orskov. Paises como a Gra-
Bretanha e os antigos paises da “Commonwealth of Nations” aderem a classificagdo de Cowan,
enquanto os EUA preferem a classificacdo de Orskov. Consequentemente, a mesma bactéria
pode ser chamada de K. pneumoniae em um pais e K. aerogenes, em outro. A maioria dos paises
europeus segue o exemplo americano e reconhece a classificagdo predominante de Orskov
(Podschun et al., 1996).

No inicio dos anos 80, isolados ambientais de Klebsiella, foram classificados em taxons
provisorios (Gavini et al., 1977). Esses grupos deram origem a quatro novas espécies: K.
terrigena (Izard et al., 1981), K. ornithinolytica (Sakazaki et al., 1989), K. planticola (Bagley et
al., 1981), e K. trevisanii (Ferragut et al., 1983). Em 1986, as duas ultimas foram combinadas em

uma unica espécie, K. planticola, devido a sua similaridade genética (Gavini et al., 1986).

1.1.2 Género Enterobacter

O género Enterobacter foi criado em 1960 para classificar as estirpes previamente
identificadas como Aerobacter aerogenes (Cloaca B) e Aerobacter cloacae (Cloaca A)
(Hormaeche et al., 1960). A taxonomia deste gé€nero tem uma histéria longa e confusa, com
varias transferéncias de espécies nos ultimos 20 anos. No final dos anos 80, Erwinia
cancerogenus, Erwinia nimipressuralis e Erwinia dissolvens foram transferidas para o género
Enterobacter (Brenner et al., 1986; Dickey, Zumoft, 1988). Em 1989, Enterobacter agglomerans
foi transferido para o novo género Pantoea (Gavini et al., 1989). Em 2005, Enterobacter
dissolvens foi transferido para subespécie de Enterobacter cloacae, como E. cloacae ssp.
dissolvens (Hoffmann et al., 2005). Mais recentemente Enterobacter sakazakii foi transferido
para um novo género, Cronobacter, com novas espécies que foram definidas a partir deste grupo
(Iversen et al., 2008). A maioria das espécies pertencentes ao "complexo E. cloacae" sdo de
importancia clinica, em comparacdo com as outras que estdo associadas com as plantas,

alimentos, solo e dgua (Manter et al., 2011).



Atualmente, o género FEnterobacter ¢ um dos maiores grupos da familia
Enterobacteriaceae, com 20 espécies ja descritas e estd em rapida expansdo, com 50% das

descri¢des de novas espécies ocorridas na ultima década (Brady et al., 2013).

1.1.3 Género Pluralibacter e Kosakonia

Estes grupos foram recentemente criados, espécies deste género pertenciam anteriormente
ao género Enterobacter. Em 2013, foram separados em dois géneros distintos: Pluralibacter (P.
gergoviae ¢ P. pyrinus) e Kosakonia (K. cowanii, K. radicincitans, K. oryzae e K. arachidis)
(Brady et al., 2013).

Espécies destes géneros, podem ser isoladas a partir de fontes ambientais, incluindo solo e
vegetais ou amostras clinicas. Espécies do género Kosakonia sdo descritas promovendo o

crescimento das plantas, através da fixacdo bioldgica de nitrogénio (Brady et al., 2013).

1.2 Caracteristicas de bactérias associadas as plantas (na rizosfera ou endofiticas).

Determinadas bactérias desta familia podem estabelecer interagdes neutras, patogé€nicas ou
benéficas com vegetais, colonizando a rizosfera ou estabelecendo-se dentro das plantas
(Dobbelaere et al., 2003; Marin et al., 1999; Nguyen et al., 1989). No interior de plantas,
localizam-se no xilema e espagos intercelulares (Belyavska et al., 1995) sendo a colonizagdo
bacteriana da rizosfera altamente influenciada pela espécie da planta devido a diferengas nos
exsudados radiculares (Garbeva et al., 2004; Kowalchuk et al., 2002; Smalla et al., 2001). As
plantas sdo frequentemente expostas a uma grande variedade de organismos patogénicos, nao-
patogénicos e benéficos devido ao seu estilo de vida séssil. As espécies: Pantoea agglomerans e
Erwinia chrysanthemi sdo os principais fitopatogenos entre eles. Estas espécies s@o conhecidas
por causar perdas significativas em muitas colheitas (Chudasama et al., 2014). Quando a
associagcdo ¢ benéfica, a planta desencadeia uma resposta de defesa genérica, que, apoés um
tempo, ¢ suspensa, entdo bactéria e planta passam a conviver associativamente (Hardoim et al.,
2008).

Ha relatos de associagdes benéficas de Klebsiella em batata (Solanum tuberosum), em

milho (Zea mays), trigo (Oriza sativa), e outras plantas (Berg et al., 2005; Chelius, Triplett



2000; Mehnaz et al., 2001). Enterobacter cloaceae também foi encontrada no interior de raizes
de milho (Hinton et al., 1995), na rizosfera de arroz (Shen et al., 1996) e, em cana de acgucar,
associada a parte externa das raizes (Graciolli, 1983). Recentemente foi identificada uma nova
espécie do género Enterobacter isolada do interior de cana-de-agucar, sendo nomeada como
Enterobacter sacchari (Zhu et al., 2013).

Quando na rizosfera, os microrganismos se nutrem do exudato das raizes e quando
endofiticos, além de nutrientes, também se beneficiam da prote¢do do interior das plantas. Os
microrganismos, por sua vez, liberam substancias que atuam diretamente como promotoras de
crescimento vegetal podendo produzir fitormonios, disponibilizar nutrientes essenciais (como
nitrogénio e fosforo) e proteger a planta indiretamente por apresentar a¢do antagonista contra
organismos fitopatogénicos (Van Loon et al., 1998; Whipps, 2001). Por desempenharem estas
funcdes, esses microrganismos apresentam importante papel na rizosfera e equivalem a cerca de
35% de bactérias cultivaveis (Opelt et al., 2004). A maioria das espécies de rizobactérias que
emergem como patdgenos humanos pertence ao grupo de antagonistas (Fravel, 1988).

Sdo varias as competéncias que tornam linhagens da familia Enterobacteriaceae adaptadas
a planta, entre elas, pode-se citar, a capacidade de fixar nitrogénio (Ferrara, 2010; Oliveira,
2009; Zhao et al., 2006). O nitrogénio ¢ um elemento essencial para os seres vivos, pois €
componente de proteinas e acidos nucléicos, entre outras moléculas. Em plantas, o nitrogénio
participa diretamente na produ¢do de biomassa, pois € um dos componentes da clorofila, além de
exercer grande influéncia no crescimento vegetal por meio de fitormonios nitrogenados
(Buchanan et al., 2002). Este elemento ¢ encontrado em abundancia na atmosfera (78%), porém
em uma forma quimicamente muito estavel (N;); somente organismos procariontes diazotréficos
conseguem, com um elevado custo energético, tornar esse nitrogénio disponivel, reduzindo-o a
amonia (NHjs.) (Zhao et al., 2006). A redugdo de N, ¢ realizada especificamente por uma enzima
complexa, a nitrogenase, composta pela dinitrogenase redutase e pela dinitrogenase. Esta
enzima, as custas de ATP, quebra a tripla ligacdo que une os dois atomos de N, transformando-
os em amonia. A fixagdo biologica de nitrogénio é um processo que requer a expressdo de um
conjunto de genes denominados genes nif (nitrogen fixing), os quais codificam substancias
envolvidas diretamente no processo de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) (Dobbelaere et al.,

2003).



O estudo da genética de K. pneumoniae levou a descoberta de 20 genes envolvidos na
FBN. Nestes microrganismos, os genes nif encontram-se organizados em 7-9 “operons”,
ocupando uma regido de aproximadamente 24Kb entre os genes shiA e hisD (Arnold et al.,
1988). Desses 20 genes nif, 14 foram encontrados na maioria das bactérias diazotrdficas. O gene
nifH codifica a unidade estrutural da dinitrogenase redutase e os genes nifD e nifK, as
subunidades estruturais da dinitrogenase. Os genes nif, principalmente o gene nifH, tém sido
utilizados como marcadores no estudo de organismos fixadores de nitrogénio (Poly et al., 2001).

A verdadeira contribui¢do de substancias nitrogenadas produzidas pelo processo de FBN,
por bactérias endofiticas, ainda ndo estd completamente elucidada. Algumas variedades de cana-
de-actcar podem ser supridas em cerca de 60% das necessidades de nitrogénio pela FBN, o que
sugere uma transferéncia de nitrogénio combinado da bactéria diazotrofica para a planta.
(Boddey et al., 2003; Dobereiner, 1997).

Outra caracteristica desses microrganismos associados a plantas ¢ a produgdo de
substancias promotoras do crescimento vegetal. Dentre elas estdo o fitormonio acido indol-3-
acético (AIA), uma auxina idéntica a vegetal, que desempenha importante papel na coordenacao
do desenvolvimento e crescimento de plantas. AIA atua na regulagdo de extensdo, divisdo,
diferenciacdo vascular, formag¢ao de raizes, dominancia apical e tropismos (Napier et al., 1995).
Linhagens de Klebsiella e Enterobacter sdao capazes de liberar AIA em meio de cultura (Ferrara,
2010; Liba et al., 2006; Ryu, Patten, 2008). Patten e Glick (1996) descreveram o AIA produzido
por bactérias como promotor de crescimento vegetal ou como indicador de patogenicidade, ou
seja, concentragdes otimas podem estimular o crescimento enquanto altas concentragdes podem
indicar uma resposta de defesa.

O triptofano ¢ a substancia precursora do AIA e os microrganismos podem utilizar-se de
varias vias para fazer essa transformacdo. As vias mais caracterizadas sdo a do acido indol-3-
piravico (IPA), a da triptamina (Tam) e a da indolacetamida (IAAm) (Koga et al., 1991; Patten,
Glick, 1996; Spaepen et al., 2007).

O fitormoénio etileno também ¢ um potente modulador do desenvolvimento e crescimento
da planta, desempenhando um papel central no metabolismo celular e seu efeito depende de sua
concentracdo e da sensibilidade da planta (Pierik et al., 2006). Sabe-se que microrganismos
capazes de sintetizar etileno a partir de metionina, podem ser patogénicos ou ndo. O etileno e seu

precursor, acido 1-carboxilico-1-amino ciclopropano (ACC) atuam da mesma forma na planta



(Zhang et al., 2008). Quando as plantas sdo submetidas a condi¢des de estresse respondem com
uma superproducdo de etileno que pode retardar o crescimento vegetal, causar danos teciduais ou
facilitar a infec¢@o por microrganismos patogénicos (Glick et al., 2007). Este hormonio ¢
também produzido em resposta a patdgenos, causando reagcdo de necrose do tecido vegetal, para
isolar o foco da doenga. O etileno mostrou-se fundamental para a defesa da planta em casos de
doengas causadas por fungos do solo, que normalmente ndo sdo patogénicos, mas se tornam por
razdes desconhecidas (Hamond-Kosack, Jones, 2000).

O Fosforo (P) ¢ um elemento pouco disponivel na natureza porque ¢ geralmente
encontrado na forma combinada com outros ions ou com matéria orginica, o que explica sua
baixa solubilidade. Através de acidos organicos, produzidos por bactérias rizosféricas, o fosfato
torna-se soluvel e prontamente assimilavel pelos vegetais (Kim et al., 1997; Lifishitz et al.,
1987).

Virias linhagens de Klebsiella e Enterobacter isoladas de cana-de-agucar mostraram-se
potencialmente capazes de contribuir com o crescimento vegetal, pois fixaram N,, excretaram
AIA, etileno e aminoacidos (Ferrara, 2010). Experimentos de co-cultura com Klebsiella sp.
(isolada de cana-de-agucar) e calos (células indiferenciadas) de Saccharum sp., realizados em
meio isento de fonte de nitrogénio combinado evidenciaram que a associagdo foi favoravel para a
planta pois aumentou o contetdo protéico dos calos em 75%. Este fato mostra um importante
potencial de contribuicdo das bactérias ao vegetal: a transferéncia para o vegetal da fonte de
nitrogénio fixado pela bactéria (Martins, 2014). K. oxyfoca, isolada de sementes de arroz,
demonstrou ser uma bactéria promotora de crescimento vegetal, aumentando a massa fresca das
plantas (23-28%), a produgdo de clorofila (23%) e o comprimento de raiz e parte aérea (Jha et
al., 2007)

Ichiwaki (2012) inoculou uma linhagem de Enterobacter spp. (ICB481) em plantulas de
cana de agucar (vegetal induzido de células indiferenciadas) e observou aumento de proteinas
totais em todas as plantulas inoculadas quando comparadas com o controle. As plantulas
inoculadas com esta cepa, que ndo receberam nenhum tipo de adubagldo, apresentaram
parametros de crescimento equivalentes aos de plantulas tratadas com fertilizantes organicos ou
convencionais (NPK).

A rizosfera, devido ao alto contetido de nutrientes, ¢ um habitat muito favoravel ao

desenvolvimento de grande quantidade de bactérias incluindo aquelas dotadas de tracos



antagonistas, defendendo os hospedeiros por desencadear mecanismos como: antibiose:
producdo de antibidticos, biossurfactantes e toxinas; competicio por sitios de colonizagdo e por
nutrientes; degradac¢io de substancias toxicas produzidas por outros patogenos; e degradacio
de estruturas dos patogenos (Barbosa et al., 2011). Vérios géneros, incluindo Enterobacter,
Klebsiella, Burkholderia, Pseudomonas, Stenotrophomonas sido capazes de estabelecer
interacdes bivalentes, ou seja, manter associacdes benéficas com plantas e causar patogénese em

mamiferos (Berg et al., 2005).

1.3 Caracteristicas de bactérias associadas a mamiferos, como patogenos oportunistas

Quando associadas a animais, bactérias da familia Enterobacteriaceae podem causar
moléstia, porém, por serem oportunistas, s6 o fazem em individuos severamente debilitados,
imunocomprometidos ou que sofrem de fibrose cistica. Como agravante, mais de uma linhagem
pode colonizar simultaneamente um mesmo paciente (Parke, Gurian-Sherman, 2001; Steinkamp
et al., 2005). Entre os membros desta familia, isolados de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp., Serratia marcescens, Citrobacter freundii e Morganella morganii emergiram como as
principais causas de infec¢des hospitalares por bactérias Gram-negativas (Bell et al., 2007;
Jones, 2003; Kiffer et al., 2005).

Os passos da patogénese incluem invasao, colonizagao, crescimento e o estabelecimento da
viruléncia, que ¢ a capacidade relativa do patdogeno em causar doenga (Kothe et al., 2003). A
presencga de receptores, o reconhecimento ¢ aderéncia a células e outros mecanismos facilmente
desenvolvidos por essas bactérias, como biofilmes, juntamente com a falta de defesa do
hospedeiro, podem desencadear a patogenicidade (Hacker et al., 2003) Por isso, ¢
particularmente dificil a identificagdo de fatores de viruléncia nesses microrganismos (Alonso,
Martinez, 1999; Rahme et al., 1995).

Dong et al. (2003) verificou que Klebsiella pneumoniae endofitica ndo apresenta os fatores
de viruléncia presentes no isolado clinico da mesma espécie, como por exemplo, a produgdo de
sider6foros e a presenga de pili. A producdo de sideroforos e enzimas extracelulares, por
exemplo, caracterizam a mesma bactéria tanto como benéfica ou como patégena, dependendo do
hospedeiro. Os sideroforos sdo substancias que apresentam alta afinidade pelo ferro, elemento

muito importante para o crescimento e metabolismo bacteriano. Quando em humanos, os



sider6foros bacterianos sdo capazes de retirar o ferro das proteinas carreadoras (hemoglobina,
transferrina e lactoferrina) e transportar para o citoplasma bacteriano (Tan et al., 1999). No solo,
os sideroforos disponibilizam este elemento para o ambiente externo ou para o hospedeiro,
auxiliando no crescimento da planta e além disso, descontaminando o solo de metais pesados,
pois liga-se a estes, tornando-os assimildveis para as plantas (Rajkumar et al., 2010). Algumas
estruturas como fimbrias garantem a adesdo bacteriana tanto em humanos como em fungos
fitopatégenos; mutantes com modificagdes nessas estruturas foram incapazes de reconhecer
hospedeiros humanos ou fungicos (Dorr et al., 1998).

O aparecimento de estirpes resistentes a multiplos agentes quimioterapicos criou sérios
problemas no tratamento dessas infec¢des, enfatizando a importancia de controlar a propagagao
de microorganismos dentro de hospitais (Hirsch, Tam, 2010; Lincopan et al., 2006; Salzman,

Klemm, 1967).

1.4 Antibioticos (Mecanismos de ag¢do e mecanismos de resisténcia)

Os antibidticos abaixo citados s3o os mais indicados na terapia as infecgdes por
Enterobactérias (Coelho et al., 2007). O quadro 1 indica os mecanismos de a¢do e de resisténcia
destes antimicrobianos.

B-lactamicos - Pertencem a esse grupo as penicilinas, cefalosporinas, amoxilinas,
cefamixinas, oxicefamixinas, ampicilinas, amidinopenicilinas, carbapénicos, acido clavulanico,
sulbactam e os antibidticos monobactdmicos. Elas provocam a lise osmotica celular ao se
ligarem e inibirem as transpeptidases de membrana, responsaveis pela sintese do peptideoglicano
(Andrade, 2002).

Aminoglicosideos- sdo antimicrobianos bactericidas que compreendem o grupo da
estreptomicina, neomicina, canamicina, tobramicina e a gentamicina (Spinosa et al., 2002). Sao
extraidos de actinomicetos do grupo Streptomyces. Possuem estruturas quimicas complexas,
porém pequenas, derivadas de aglicares e um grupo amino. Funcionam como chave falsa, se
ligando ao ribossomo bacteriano, e causando a produ¢do de proteinas defeituosas (Andrade,
2002).

Tetraciclinas sdo antimicrobianos bacteriostaticos, podendo ser naturais ou semi-sintéticos.

Fazem parte desse grupo a doxiciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina, metaciclina e a



minociclina (Spinosa et al., 2002). Apresentam amplo espectro, atuando em bactérias Gram-
negativas aerobias e anaerobias, Clamidias, Riquétsias, Espiroquetas e Micoplasmas, inibindo
sua sintese protéica (Andrade, 2002).

Quinolonas - S3o um grupo de antimicrobianos bactericidas de amplo espectro (Mitchell,
2006). Existem atualmente quatro geragdes de quinolonas: primeira geracdo (dcido nalidixico,
acido oxonilico), segunda geracdo que sdo as fluorquinonas (norfloxacino, ciprofloxacino,
ofloxacino, pefloxacino, enrofloxacino, danofloxacino, orbifloxacino, marbofloxacino), terceira
geracdo (levofloxacino, esparfloxacino) e de quarta geragdo (trovafloxacino, clinafloxacino,
sitafloxacino) (Spinosa et al., 2002).

Sulfonamidas - S@o bacteriostaticas para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
entéricas, clamidias, Nocardia sp. e protozoarios. Sdo derivados da sulfanilamida, que se
caracterizam por conter moléculas de enxofre e grupamentos amina na molécula (Andrade 2002;
Brooks et al., 2000).

Nitrofuranos - O componente estrutural dos nitrofuranos ¢ um anel de furano associado a
um grupo nitro. Pertencem a este grupo Furazolidona, Nitrofurantoina, Nitrofurazona,
Nifurquinazol, Nifurtoinol e Nifuroxazida. Atuam sobre Gram-negativos, Gram-positivos,
Trypanossoma, Giardia, Trichomonas e Candida. Os derivados do nitrofurano sio substancias
bacteriostaticas que inibem a acetilcoenzima A do ciclo de Krebs, causando bloqueio no

metabolismo bacteriano (Andrade, 2002).

1.4.1 Resisténcia a antimicrobianos

A utilizagdo indiscriminada de agentes antimicrobianos passou a atuar como mecanismo
seletivo, suprimindo os microrganismos susceptiveis e permitindo o crescimento de mutantes
resistentes (Brooks et al., 2000) Seu uso frequente tem contribuido para a elevada incidéncia da
resisténcia a antimicrobianos (Hyle et al., 2007).

A resisténcia antimicrobiana de linhagens da familia Enterobacteriaceae aos maiores
grupos de agentes antimicrobianos varia grandemente entre as linhagens estudadas, dependendo
da procedéncia (origem clinica ou ambiental). A maioria destes organismos ¢ inatamente
resistente a agentes antimicrobianos mais antigos e tem a capacidade de rapidamente desenvolver

resisténcia a novos antibioticos. Houve um aumento na incidéncia de casos hospitalares



causados por bactérias desse género e cepas resistentes surgem principalmente nos hospitais
(Sanders Jr et al, 1997). Por esse motivo, infec¢des causadas por linhagens da familia
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenem sio responsaveis por taxas de mortalidade de 47% a
70%. Estes valores podem ser atribuidos a resisténcia multipla e a perda de efetividade na terapia
com antibidticos (Ben-David et al., 2010; Bratu et al., 2005; Borer et al., 2009).

Infecgdes nosocomiais estdo geralmente relacionadas com linhagens de Klebsiella
pneumoniae, causando infec¢des no trato urindrio, sistema respiratério € no fluxo sanguineo
(Poirel et al., 2003; Struve, Krogfelt, 2004). Varon e Alangaden (2004) verificaram que, cepas
desta espécie abrigam os plasmidios responsaveis pela resisténcia a f-lactamicos especialmente
cefalosporinas de amplo espectro e também carbapenémicos.

A resisténcia a antimicrobianos pode ser de dois tipos: Natural: pela auséncia da
estrutura, ou da via metabdlica alvo ou; Adquirida: através de mutagdes espontaneas e selegdo
ou por recombinagdo apds transferéncia de genes. De um modo geral, os principais mecanismos
de resisténcia podem ser descritos como:

-Impermeabilidade a droga: Muitas bactérias Gram-negativas sdo resistentes a penicilina
G por serem impermedveis a droga ou por apresentarem alteragdes em proteinas de ligagdo a
penicilina. No caso das sulfonamidas, o microrganismo pode também apresentar menor
permeabilidade a droga.

-Inativagdo: muitas drogas sdo inativadas por enzimas codificadas pelos microrganismos.
Por exemplo, a penicilinase (f -lactamase) é uma enzima que cliva o anel B -lactdmico
inativando a droga; ou por modificagdes, como por exemplo, a adigdo de grupamentos quimicos
ao antibiotico, promovendo sua fosforilagdo ou acetilagao.

-Modificagdo de enzima ou estrutura alvo: Por exemplo, alteragdes na molécula do rRNA
23S (no caso de resisténcia a eritromicina e cloranfenicol), alteragdo da enzima, no caso de

drogas que atuam no metabolismo, ou uso de vias metabdlicas alternativas.

1.4.2 Mecanismos de transferéncia de material genético entre bactérias

Os Principais mecanismos de transferéncia de material genético incluem:
Conjugacio - Processo de transferéncia de genes que requer contato célula a célula,

mediado por um Pili sexual; Transformacio: Captacdo de DNA no meio, por células receptoras



competentes. Transdug¢do: Transferéncia genética com auxilio de bacteriéfagos; Transposicio:

Transferéncia de genes dentro de uma mesma célula por intermédio de transposons.

Quadro 1- Classe de antibidticos, mecanismos de acdo, mecanismos de resisténcia e seus respectivos genes

Classe Antibidtico Mecanismo de A¢ao Mecanismos de resisténcia GetneAs d.e
resisténcia
Aminoglicosideo . Liga-se a subunidade ribossomal 30S | *Bactérias produzem enzimas que
(Amplo Espectro) Gentamicina bacteriana, promovendo erros na|inativam o antibi6tico. Existem mais
leitura do mRNA e interferindo com a | de nove tipos ndo relacionados, que | aad4 e aadB
Aminoglicosideo . formag¢do do complexo de iniciacdo | acetilam, fosforilam ou adelinam os
(Espectro Estrito) Estreptomicina | (Ding, He, 2010) aminoglicosideos.
Durante a sintese da parede bacteriana,
o anel f-lactdmico do antibidtico
B-Lactamico inativa as enzimas envolvidas na *Ocorre devido 3 producio de enzimas
Cefalosporinas Cefalotina transpeptidagdo, as PBPs (Penicillin B-Lactamases P ¢
(1% geragdo) Binding Protein), responsaveis pela
llgagao entre as cadelag pept1c~hcas ,do *Alteragdo na permeabilidade da blaSHv-hke
peptideoglicano. Com isso, ndo ha a . blarpy-like
~ P membrana externa ocasionando .
formagdo de ligagdes cruzadas, diminuicio da expressio ou perda de blacrx.v-like
B-Lactamico Cefotaxima desestruturando a parede celular, porinasg P p blaxpc-2
Cefalosporinas causando uma perda na rigidez. ’
(3* geragiio) Acredita-se também que tais drogas *Mecanismos de efluxo
Ceftiofur podem atuar promovendo a ativagio de ’
enzimas autoliticas, resultando na
Carbapémicos Ertapenem degradagdo da parede.
Causam inibicdo da acetilcoenzima A
. . , do ciclo de Krebs, causando bloqueio | . . - .
Nitrofurano Nitrofurantoina no metabolismo bacteriano (Andrade, Mecanismos ainda ndo definidos
2002).
. o * mutagdes nos genes que codificam a
Acido Nalidixico DNA girase e Topoisomerase IV e A
Inibem a DNA girase, afetando a levam a Quinolone-Resistant anB
Quinolona Ciprofloxacina | replicagio, transcrigio e reparo do *Determmngegzon (QRDR.). qnrS
DNA (Ding et al., 2010) mudancas na permeabilidade da qyrd
” ’ membrana externa que diminuem a wC
Enrofloxacina penetracdo intracelular da droga P
* mecanismos de efluxo.
Inibidoras competitivas da enzima
bacteriana  dihidroperoato  sintetase
P
a0 anal trat aci . =
LZrZ-anﬂn?)%)zizg(i)cosubs(P A(])S’ A(;] dAO *Modifica¢do de estruturas alvo e/ou;

Sulfa Cotrimoxazol enzima catalisa uma reagfo envolvida | ~ .- sull e
com a sintese de cido folico reducdo na permeabilidade da sul2
necessario para a sintese de membrana
precursores de DNA e RNA nas
bactérias.

Liga-se a subunidade ribossomal 30S teid
Tetraciclina Tetraciclina (sit'io A.)’ impedir}do 2 lig'ac;ﬁo do *mecanismo de efluxo tetB
aminoacil-tRNA, impossibilitando a 101G

sintese protéica.




7 CONCLUSOES

v O sequenciamento dos genes ‘“housekeeping” 16S e rpoB confirmou a identificagdo
obtida através do MALDI TOF-MS somente para as linhagens de origem clinica;

v analise de perfis alélicos e ST’s por MLST em Klebsiella demonstraram a formagao de
dois grupos distintos. E além disso, mostrou a similaridade de um isolado clinico (C44K) com os
ambientais, assim como a similaridade de um isolado ambiental (ICBR199) com os clinicos;

v o teste de clonalidade por ERIC-PCR também formou grupos distintos e confirmou a
similaridade obtida através do MLST nos dois isolados citados acima,;

4 os isolados ambientais sdo mais sensiveis aos antibioticos testados em relagdo aos
isolados clinicos, exceto para o antibiotico Nitrofurantoina;

4 isolados ambientais apresentaram maiores valores de fixagdo de N, em relagdo aos
isolados clinicos;

v ensaios de produgdo de etileno, AIA, solubilizagdo de fosfato inorganico, produgdo de
pectinase, celulase e hemolisina ndo foram distintivos para isolados de origem ambiental ou

clinica.
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