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CORRELAÇÃO ENTRE MARCADORES DE VIRULÊNCIA E PRODUÇÃO DE ESBL EM CEPAS URINÁRIAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Introdução:Klebsiella pneumoniae é um  patógeno freqüentemente identificado como agente etiológico hospitalar, associados a infecções do trato urinário, pneumonias e septicemias. A produção de ESBL por  esta bactéria associa-se com resistência in vitro a cefalosporinas e a outros antimicrobianos, havendo relatos de que infecções  por amostras produtoras de ESBL são mais fatais do que aquelas  causadas por amostras não-produtoras das enzimas. A maior mortalidade tem sido atribuída à resistência bacteriana e a falhas terapêuticas, sendo possível que tais microrganismos também tenham virulência alterada.

Objetivos: Este estudo teve como objetivo relacionar fatores de virulência com cepas  de K.pneumoniae produtora de ESBL e realizar a tipagem molecular destas  amostras.
Materiais e métodos: Foram estudadas 55 amostras de K.pneumoniae produtoras de ESBL, isoladas de infecções do trato urinário de pacientes do Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina, no período de 2000 a 2004. As amostras foram selecionadas  uma por paciente, a  identificação bioquímica  e  os “screening” para ESBL foram realizados  por  Microscan-Walkaway (Dade-Behring), de acordo com o NCCLS 2005. Posteriormente, foram  confirmadas como cepas produtoras de ESBL pelos testes de associação com clavulonato e  E-test. A pesquisa para os genes de virulência  mrkA, mrkD, fimA,  fimH, cps2 e iutA foi realizada pela metodologia  de PCR.  Para expressão fenotípica  da fimbria tipo 1 foi realizado o teste de hemaglutinação manose sensível(MSHA) com uma suspensão a 2% de hemáceas de cobaio, e para fimbria tipo 3    a hemaglutinação realizada com suspensão a 2% de hemáceas bovinas taninizadas. A  formação de biofilme foi  detectada de acordo com a técnica de Stepanovic et al.(2000). A tipagem molecular foi realizada através do método ERIC-PCR com os iniciadores ERIC 1R e ERIC 2.
Resultados e Conclusões: As 55 amostras foram positivas para os genes mrkA e mrkD e todas expressaram a fimbria tipo 3,  através da hemaglutinação com hemáceas bovinas taninizadas. A produção de biofilme foi observada em todas as amostras, com padrão de adesão  variável de fraca a forte. Nossos  dados confirmam o que a literatura relata sobre que fimbria tipo 3 constitui o principal fator de adesividade em K. pneumoniae, facilitando adesão e formação de biofilme em superficies inertes. E que a fimbria tipo 3 parece ser essencial  para as amostras de K. pneumoniae urinárias, uma vez que  a expressão desta fimbria foi observada em todas as amostras. Os genes da fimbria tipo 1 foram detectados em: fimA (49 amostras), fimH  (41 amostras) e a expressão fenotípica   observada em 23 amostras. Os resultados obtidos na pesquisa de fimbria tipo 1, utilizando MSHA, com valores inferiores aos descritos na literatura, deve-se, possivelmente, aos diferentes sítios do aparelho  urinário onde ocorrem as infecções.  Outro fator pode estar relacionado a não expressão de genes fimH,  detectados por PCR. O gene para o receptor para aerobactina (iutA)  foi encontrado em 10 amostras, coincidindo com a literatura, mostrando que embora a produção de aerobactina não seja freqüente,  a  produção do gene iutA  contribui indiretamente para a captação de ferro, na espécie estudada.A cápsula tipo 2 foi detectada em 10 amostras, confirmando que cepas que possuem esta cápsula são mais virulentas. O dendrograma para ERIC-PCR apresentou 32 grupos para um cut-off de 80% de similaridade, produzindo de 4 a 28 fragmentos de DNA. Somente sete (10,9%) cepas de K. pneumoniae apresentaram 100% de similaridade, sendo que 5 destas cepas  foram positivas para cápsula tipo2.  Sugerindo disseminação deste clone de cepas produtoras de ESBLs e que possuem a cápsula tipo 2, porém entre os outros padrões de ERIC ocorreu uma grande variabilidade intra-específica das amostras. Pelos  dados encontrados  de genes isolados nas cepas produtoras ESBL e correlacionados com os dados encontrados em literaturas, podemos concluir que o aumento da resistência bacteriana  pode  contribuir para a maior aquisição e expressão dos genes de virulência. 
