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RESUMO

Bactérias do género Klebsiella sdo foco de grande preocupagao na saude global, principalmente
por sua associagdo a infecgdes graves e alta capacidade de adquirir resisténcia a
antimicrobianos. Dentre as espécies desse género, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella variicola
se destacam por serem oportunistas e infectarem pacientes internados em Unidades de
Tratamento Intensivo. Sua capacidade de promover infec¢do estd relacionada a expressao de
diversos fator de viruléncia, tais como formagdao de biofilme, fimbrias e producdo de
sideroforos. Em UTIs, a alimentagdo ¢ cuidadosamente balanceada para atender as necessidades
energéticas do paciente sem sobrecarregar o metabolismo, considerando as condigdes clinicas
especificas, incluindo agucares, como sorbitol e lactose. Contudo, esses agucares poderiam ter
outro impacto? Alguns estudos anteriores mostram como as fontes de carbono podem nao
apenas sustentar o crescimento bacteriano, mas também influenciar diretamente a expressao de
determinantes de viruléncia, entre eles a expressdo de sider6foros e dada a sua relevancia na
sobrevivéncia bacteriana e na colonizacao de hospedeiros, entender esses mecanismos ¢ crucial
para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas O objetivo dessa pesquisa ¢ relatar
uma possivel relagdo entre diferentes fontes de carbono e expressao de sider6foros em cepas
bacterianas de K. pneumoniae e K. variicola obtidas de pacientes com bacteremia do Hospital
Universitario de Brasilia como maneira de catalogar mecanismos facilitadores de viruléncia
bacteriana em microrganismos patogénicos que sao preocupacao na saude global. Como
resultado, a partir de andlises estatisticas por meio de ANOVA e Teste de Tukey, foi observado
que diferentes isolados em diferentes agucares foram divergentemente quantificados um do
outro, mostrando que ha uma influéncia da fonte de carbono nesse fator de viruléncia especifico.
Contudo, sdo necessarios estudos adicionais como protedmica e sequenciamento de genes para
compreender melhor esse mecanismo, além de realizar um controle de qualidade mais
abrangente que garanta que os resultados divergentes estdo relacionados a expressdo de

siderdforos, excluindo outras possibilidades.

Palavras-chave: [sider6foros], [klebsiella pneumoniae], [klebsiella variicola] [fatores de

viruléncia], [lactose], [glicose], [manose], [sorbitol].



ABSTRACT

Bacteria belonging to the genus Klebsiella are in focus due to increasing concern in global
health, mainly due to their association with severe infections and their high ability to acquire
antimicrobial resistance. Moreover, Klebsiella pneumoniae and Klebsiella variicola, both
species, are notably opportunistic pathogens in patients admitted to Intensive Care Units (ICUs)
due to biofilm production, which is considered a virulence factor. In ICUs, nutrition is carefully
balanced to meet the patient's energy needs without overloading the metabolism, considering
specific clinical conditions, including sugars such as sorbitol and lactose. However, could these
sugars have other impacts? Previous studies have shown that carbon sources can not only
sustain bacterial growth but also directly influence the expression of virulence determinants,
including the expression of siderophores. Given their relevance in bacterial survival and host
colonization, understanding these mechanisms is crucial for the development of new
therapeutic approaches. The aim of this research is to report a possible relationship between
different carbon sources and siderophore expression in bacterial strains of K. pneumoniae and
K. variicola obtained from patients with bacteremia at the University Hospital of Brasilia, as a
means of cataloging mechanisms that help bacterial virulence in pathogenic microorganisms
that are a concern in global health. As a result, based on statistical analyses using ANOVA and
Tukey's test, it was observed that different isolates in different sugars were divergently
quantified from one another, indicating that the carbon source influences this specific virulence
factor. However, additional studies, such as proteomics and gene sequencing, are necessary to
better understand this mechanism, as well as a more comprehensive quality control to ensure

that the divergent results are related to siderophore expression, excluding other possibilities.

Key words: [siderophores], [klebsiella pneumoniae], [klebsiella variicola] [virulence

factors], [lactose], [glucose], [mannose], [sorbitol].



LISTA DE ABREVIATURAS

ITUs: infecgdes do trato urinario
MDR: multirresistentes

MALDI-TOF MS: ionizagao/dessor¢do a laser assistida por matriz acoplada a espectrometria

de massa por tempo de voo

UTlIs: unidades de terapia intensiva

CRKp: Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos
CKp: Klebsiella pneumoniae classica

hvKp: Klebsiella pneumoniae hipervirulenta
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INTRODUCAO
1.1 O GENERO KLEBSIELLA

As bactérias do género Klebsiella, que pertencem a familia Enterobacterales, sio Gram-
negativas, apresentam forma de bastonete e sdo imdveis, caracterizando-se por uma capsula
polissacaridica proeminente. Normalmente sdo encontradas na microbiota intestinal de
humanos, mas podem provocar infec¢des em diversas partes do corpo, resultando em sindromes
clinicas variadas, como pneumonia adquirida na comunidade, infec¢des do trato urinario (ITU),
infecgdes hospitalares, bacteremia e sepse (PODSCHUN, R et al., 1998). A principal espécie
desse género responsavel por infeccdes em humanos ¢ a Klebsiella pneumoniae € sua
importancia como patdgeno se deve a sua capacidade de expressar varios fatores de viruléncia

(TEIXEIRA, D.A et al.,2020).

K. pneumoniae foi descrita pela primeira vez por Carl Friedlander em 1882 como uma
bactéria isolada dos pulmdes de pacientes que morreram de pneumonia, dai vem seu nome.
Hoje ¢ a espécie de Klebsiella mais importante clinicamente ¢ em habitats naturais, ¢
onipresente no solo, fontes de dgua de superficie, plantas e no trato gastrointestinal de
mamiferos (NDLOVU, T et al., 2023). No ambito clinico, sdo conhecidos por serem patogenos
oportunistas, ocasionando varios tipos de infec¢des em humanos, em sua parte em pacientes ja
hospitalizados e imunodeprimidos, causando surtos nosocomiais, (MARTIM, RM et al.,
2018), embora nem todos os portadores de K. pneumoniae desenvolvam o estado da doenga
(NDLOVU, T et al., 2023). Outras cepas de K. pneumoniae sao hipervirulentas, hvKp, sendo
capazes de infectar pessoas sauddveis em ambientes hospitalares e causando infec¢des graves
como meningite, possuindo varios fatores de viruléncia codificados por plasmideos exclusivas

de hvKp como resisténcia a metais pesados e capsula mucoide (SANIKHANI, R et al., 2021).

Esse alto nivel de contaminagdo, tanto de cKp (Klebsiella pneumoniae classica) quanto
de hvKp, ocorre devido a sua capacidade de se espalhar rapidamente no ambiente hospitalar,
através do toque do pessoal, contato de superficies e equipamentos contaminados e fato de
ser um ambiente fechado. Por isso, uma série de medidas sdo necessarias para prevenir essa
dissemina¢do, como cuidados rigorosos com cateteres urinarios, traqueostomias intravenosas,
manutenc¢do e cuidado de equipamentos e boas praticas de higiene como a lavagem correta das
maos. Além disso, uma medida para controlar infecgdes por Klebsiella é a regulamentagao do
uso de antibioticos no hospital para prevenir o uso indevido e excessivo de antibioticos, visto

que ¢ principal e quase tnica forma de tratamento (PODSCHUN, R ef al., 1998).



Como resultado desse uso errdneo de antibidticos, surgiu-se um novo um grupo de K.
pneumoniae, que codifica carbapenemases (CRPK). Resultante de inumeras mutacdes
ocasionados pela pressao seletiva em ambientes hospitalares que tornaram essa espécie
naturalmente resistente a essa classe de medicamentos, tais como penicilinas, e carregam
resisténcia adquirida a multiplos antimicrobianos, sendo mais dificeis de tratar (WYRES, KL
et al., 2020). Em 2024, a OMS atualizou a lista de patégenos bacterianos prioritarios,
categorizando a K. pneumoniae resistente a carbapenémicos (CRKP) entre o grupo critico
ficando em 1° lugar, diferentemente de 2017, quando estava na posi¢ao n°S, o que ja representa

um numero alto (OMS, 2024).

Evidéncias sugerem que a resisténcia de antibidticos aumentou durante a pandemia do
COVID-19, e apesar do tratamento da COVID-19 com essa classe de medicamentos seja
ineficaz, essa prescricao ¢ realizada pois os pacientes podem apresentar sintomas semelhantes
aos de pneumonias bacterianas ou suspeitas de coinfecgdes. Em um estudo de meta analise
realizada para saber a prevaléncia de resisténcia a antibidticos de pacientes, dados mostraram
que 62% dos pacientes contaminados por K. pneumoniae, ou seja 169, possuiam resisténcia a

antibioticos (KARIYAWASAM, RM et al., 2022).

A prevaléncia crescente de K. pneumoniae multirresistente a antibidticos deixa os
profissionais de saide com menos opcdes de tratamento. Devido a isso, esforgos sdo
necessarias para o desenvolvimento de métodos alternativos que complementam a terapia com
antibioticos e ajudam a combater o desenvolvimento e a disseminagao da resisténcia no futuro

(MARTIM, RM et al., 2018).

Ja outra espécie que vem se tornando emergente como patdogeno em humanos ¢ a
Klebsiella variicola, que corresponde a uma expansdao taxonOmica do complexo K.
pneumoniae, € assim como tal, ¢ um patdgeno oportunista responsavel por diversas infec¢des
como: infecgdes da corrente sanguinea (ICS), infec¢des do trato respiratorio e infecgdes do trato
urinario (ITUs) (MEDINA, RODRIGUEZ et al.,2019). Em 2004, estudos utilizando isolados
clinicos e ambientais, at¢ aquele momento classificados como K. pneumoniae, demonstraram
significativas diferencas genéticas e bioquimicas que sustentaram sua classificagdo em uma
nova espécie, denominada K. variicola (ROSENBLUETH, M et al., 2004). Os membros desse
complexo podem ser corretamente identificados e distinguidos de K. pneumoniae, com base no
sequenciamento do genoma completo (WGS), pelo sequenciamento de genes marcadores
taxondmicos ou por espectrometria de massas. No entanto, esses métodos nem sempre estao

disponiveis na rede de satide e por esse motivo sdo identificados erroneamente usando métodos



laboratoriais padrao, o que mascara sua importancia epidemiologica (RODRIGUES, C et

al,.2019).

Um exemplo, seria o primeiro relato de caso clinico de meningite causado por K.
variicola, ap6s uma neurocirurgia, no Japao. A bactéria foi identificada erroneamente como K.
pneumoniae pelo sistema automatizado VITEK2 no exame de laboratério clinico.
Posteriormente, foi isolada do sangue e do liquido cefalorraquidiano, e a identificacdo correta
da espécie bacteriana foi realizada usando espectrometria de massas utilizando ionizagao a laser
assistida por matriz e tempo de voo(MALDI-TOF MS), além de sequenciamento do genoma

completo (AKINE, D8 et al., 2019).

O primeiro relato de infecgdes causadas por K. variicola em um ambiente clinico,
ocorreu nos anos 90 que diz respeito a surto hospitalar pediatrico ocorrido durante os periodos
1990-1992 e 1996-1998 nos hospitais do México, onde quatorze isolados clinicos de
Enterobacteriaceae foram selecionados. Das espécies incluidas, duas eram de K. variicola
(GARZA-RAMOS U et al., 2007). O nome da espécie 'variicola' ¢ derivado do adjetivo latino
'varius' que significa diferente e do verbo latino 'colere', habitar, j& que K. variicola ¢
recuperado, além de humanos, de plantas, encontrada em uma ampla diversidade de nichos
naturais (BRISSE, S et al., 2006). K. variicola tem a capacidade de fixar nitrogénio na rizosfera
e no solo; produz acido indol acético, acetoina e amonia; e dissolve fésforo e potassio, que
desempenham um papel importante na promogao do crescimento e nutri¢do das plantas e sua
relagdo mutualistica entre colonias de formigas cortadeiras e fungos foi o primeiro exemplo
registrado (DURAN-BEDOLLA et al.,, 2021) (MEDINA, RODRIGUEZ et al.,2019).
Atualmente, ¢ considerada uma espécie bacteriana que pode infectar humanos como um

patogeno e colonizar plantas como um endoéfito e, em alguns casos, como patdgeno.

Essa espécie estd se tornando uma preocupacdo de saide publica ndo apenas pelas
infecgdes que pode causar, mas também devido ao seu potencial de adquirir genes
antimicrobianos e de viruléncia, complicando o manejo clinico das infec¢des produzidas por
essa espécie (MEDINA, RODRIGUEZ et al.,2019). Farzana ef al. (2019) descreveu um surto
de sepse neonatal causado por K. variicola multirresistente (MDR) em Bangladesh entre 2016
e 2017 e encontraram uma mortalidade significativa atribuivel a K. variicola. (FARZANA et

al., 2019).

A importancia das infec¢des humanas por K. pneumoniae € conhecida; no entanto, existe

uma escassez de conhecimento relacionado a K. variicola. Apesar de sua crescente importancia



clinica, analises abrangentes da estrutura populacional de K. variicola e investigagdes
funcionais de fatores de viruléncia e genes de resisténcia a antibidticos ainda nido foram

realizadas (POTTER, RF et al., 2018).

1.2FATORES DE VIRULENCIA

Fatores de viruléncia sdo um topico importante quando se fala da patogenicidade.
Viruléncia refere-se a capacidade do microrganismo de sobreviver e causar infec¢do no
hospedeiro. Ainda, o termo “viruléncia’ pode se referir a gravidade e intensidade dos processos
infecciosos. Simplificando, quanto maior o repertério e eficacia dos fatores de viruléncia um
microrganismo, maior serd sua capacidade de causar doengas. Os fatores de viruléncia incluem
estruturas (como flagelos e capsulas), produtos quimicos (como enzimas e toxinas) e estratégias
(como parasitismo) que ajudam os microrganismos a invadirem, espalhar-se, causar danos aos

tecidos e escapar das respostas imunologicas do hospedeiro (PARIJA, S.C et al., 2012).

As espécies do género Klebsiella possuem muitos fatores de viruléncia, como uma
capsula que impede a fagocitose por granulécitos polimorfonucleares e multiplas adesinas que
promovem a adesdo as células hospedeiras (TEIXEIRA, D.A et al., 2020). Além destes
mecanismos, Klebsiella pneumoniae também possui a capacidade de competir por nutrientes
dentro das células hospedeiras. Um dos micronutrientes competidos ¢ o ferro (Fe), essencial
para a replicagdo e crescimento de bactérias. Para isso, produzem sideréforos, que sdo agentes
quelantes que fazem parte de um sistema de aquisicao de Fe altamente eficiente usado para

remover Fe do ambiente (KURTH C et al., 2016) (SIMON C. ANDREWS et al., 2003).

Diante do cendrio de negligéncia na identificagdo de K. variicola, a relagao dos fatores
de viruléncia expressos por essa espécie com a mortalidade ndo ¢ amplamente investigada. Um
estudo de Maatallah M e colaboradores, registrou resultados que indicaram uma maior
mortalidade entre pacientes infectados com isolados pertencentes a essa espécie. O estudo foi
realizado com o objetivo de determinar uma associagao entre filogrupo, fatores de viruléncia e
mortalidade apos infeccao da corrente sanguinea (ICS) causada por Klebsiella pneumoniae na
Suécia. Além de K. pneumoniae, foram identificados K. quasipneumoniae e K. variicola. Por
fim, a mortalidade em 30 dias foi mais comumente associada a cepas infectantes pertencentes
a K. variicola. Contudo, o aumento da mortalidade ndao pode ser relacionado a nenhum fator de

viruléncia conhecido. (MAATALLAH, M et al., 2014).



Um estudo realizado em Brasilia, feito por De Campos, TA e colaboradores, corrobora
com a hipotese de K. variicola ter viruloma distinto das demais espécies do género, ja
apresentada por Rodriguez-Medina e colaboradores apesar de terem identificado que as cepas
de K. variicola abrigavam fatores de viruléncia clédssicos de K. pneumoniae, entre outros, a
produgdo do sider6foro fenolato enterobactina. De acordo com seu relatério examinando cinco
cepas de K. variicola (Kv15, Kv35, Kv57, Kv97 e Kv104), que foram identificadas pela
primeira vez como K. pneumoniae, as caracteristicas moleculares e gendmicas das cepas
abrigam diferentes fatores de viruléncia pertencentes a novos clones. Todas essas cepas foram
submetidas a caracterizagdo genOmica para determinar seus tipos de sequéncia (STs),
viruléncia, genes de resisténcia antimicrobiana, além de ensaios para avaliar seu potencial
patogénico. Os resultados destacam que as cepas estudadas exibem genes e fenotipos
relacionados a viruléncia, espelhando fatores considerados classicos em K. pneumoniae. Uma
observacao notavel foi que, embora o fendtipo hipermucoide tenha sido verificado, os seus
genes reguladores transcricionais ndo foram encontrados nas cepas de K. variicola analisadas.
Esses genes sdo considerados essenciais para o fenotipo hipervirulento em K. pneumoniae e
nao foram encontrados nas cepas de K. variicola analisadas, sugerindo que essa espécie utilize
genes e promotores distintos para expressao do fenotipo hipermucoide. (DE CAMPOS, TA et
al.,2021)

1.3 SIDEROFOROS

Enterobactina, assim como aerobactina, sdo exemplos de sider6foros bacterianos, quelantes
naturais. Quelante ¢ uma substancia com a capacidade de fixar ions metéalicos, formando um
complexo (quelato), soluvel e ndo toxico (PORTO EDITORA DICIONARIOS, 2024). Na

patogenicidade, facilitam a absor¢@o de ions Fe para crescimento bacteriano.

O Fe ¢ necessario para muitos processos necessarios a vida, incluindo replicagdo de
DNA, transferéncia de elétrons e fosforilagdo oxidativa. No entanto, a disponibilidade desses
ions ¢ limitada, uma vez que, o ferro ferroso (Fe?") é altamente toxico em sua forma livre
enquanto o ferro férrico (Fe*") é insoluvel em pH fisioldgico e ndo ¢é facilmente biodisponivel
(SCHWYN B, NEILANDS JB, 1987). Em mamiferos, a maior parte do Fe no corpo humano ¢
ligada por proteinas de armazenamento, transporte e metabolicas. Dessa forma, durante a
infeccdo, os patdogenos se deparam com um ambiente extremamente pobre em Fe e sua

capacidade de capta-lo torna-se essencial para sua sobrevivéncia e colonizagdo do hospedeiro.



Caso o patogeno ndo tenha estratégias eficientes de captura de Fe, diversos processos podem

ser prejudicados (KURTH C et al., 2016) (SIMON C. ANDREWS et al., 2003.).

De acordo com o estudo publicado em 2003 (SIMON C. ANDREWS et al., 2003.) sobre
a homeostase bacteriana do Fe, as bactérias o requerem para replicacdo durante a infecgio.
Nesse sentido, os patdogenos devem competir para adquirir Fe, que ¢ rigidamente regulado pelo
hospedeiro, que em caso de mamiferos, pode ser exemplificado pelo emprego de proteinas de
ligagdo ao Fe (transferrina, lactoferrina), que reduzem os niveis de Fe extracelular livre para
niveis insuficientes, impedindo o crescimento bacteriano (SIMON C. ANDREWS et al., 2003).
Para superar essa ligacao rigida do Fe por moléculas do hospedeiro, bactérias e alguns fungos

secretam as, j4 mencionadas, pequenas moléculas sequestradoras de Fe chamadas sideroforos

(KURTH, C et al., 2016) (SIMON C. ANDREWS et al., 2003).

O termo siderdforo significa: Sideros, Fe e pheros, portador. (PARIJA, S.C et al., 2012).
Sdo sintetizados e secretados por muitos microrganismos em resposta a falta de Fe, podendo
ser classificada com base no tipo de ligantes aos quais o Fe se liga: catecolatos, hidroxamatos
e a-hidroxicarboxilatos (GOMES, ANA et al., 2024). Esses compostos solubilizam e ligam o
Fe e o transportam para a célula microbiana, geralmente através de receptores de membrana
especificos (KUMAR, A et al., 2024). Cepas capazes de produzir com eficiéncia sideroforos
sdo consideradas hipervirulentas, enquanto cepas incapazes de produzir ou secretar sideréforos

tém viruléncia e aptidao diminuidas durante a infec¢ao e colonizagdo (KURTH, C et al., 2016).

Klebsiella pneumoniae produz variavelmente quatro siderdforos: enterobactina,
enterobactina glicosilada (também denominada salmochelina), aerobactina e yersiniabactina,
que promovem a coloniza¢do em diferentes tecidos dos hospedeiros (KUMAR, A et al., 2024).
Em resposta a produgdo desses sider6foros, como enterobactina, as superficies mucosas das
células do hospedeiro secretam lipocalina 2 (Lcn2), que ¢ uma proteina com alta afinidade para
se ligar a enterobactina e interromper sua funcdo de aquisi¢do do Fe e promover inflamagao
aguda durante a colonizacdo (BACHMAN MALENIO, S et al.,2012.) (KURTH, C et al.,
2016).

Além de competir pelo Fe, estudos demonstram que sideroforos podem aumentar a
patogenicidade por outros mecanismos. Um deles ¢ a partir do ataque as principais células do
sistema imunoldgico responsaveis pela resposta inflamatoria e pelo combate a infecgdes
microbianas, os neutrofilos. No estudo de Piu Saha e colaboradores, observou-se que a

Enterobactina prejudicou as armadilhas extracelulares e a degranulacdo dos neutrofilos, além



de inibir a fagocitose ¢ a atividade bactericida, sem afetar a migragdo e a quimiotaxia (SAHA,
PIU et al., 2017). Ja no estudo de Wenyuan Wang et al., pela primeira vez, se investigou os
impactos dos Sideroforos de K. pneumoniae em plaquetas. O estudo foi realizado em plaquetas
humanas e os resultados mostraram que os sidero6foros induziram apoptose e mitofagia nesses
tipos celulares. No entanto, o mecanismo através do qual os quelantes de Fe induzem apoptose,

ainda nao esta claro até o momento (WANG, W et al., 2020).

Embora a relacdo entre a fonte de carbono disponivel para o patdogeno e a produgdo de
sider6foros ndo tenha sido elucidada, podemos entender que, para o metabolismo de
carboidratos, o patégeno pode utilizar vias mais ou menos dependentes de ions Fe. Dessa forma,
microrganismos com maior repertorio de estratégias de captacdo de Fe teriam vantagem na
utilizagdo de vias que utilizam ions Fe como cofator de suas enzimas. Ainda, hd um nimero
crescente de estudos tem correlacionado transporte € o metabolismo de varios carboidratos e a

viruléncia em enterobactérias (BOUGUENEC, C et al., 2011).

1.4 FITNESS BACTERIANO E FONTES DE CARBONO

As bactérias sdo frequentemente expostas a grandes mudangas nas condi¢des de
crescimento e essa resposta a disponibilidade de fontes de carbono parece ser de especial
importancia para sobreviver a essas alteragdes, pois muitas bactérias dispdem de mais de um
mecanismo para se adaptar as mudangas na composi¢do de carboidratos. Esses mecanismos
incluem a inducdo de um sistema especifico de transporte e utilizacdo de carboidratos pela
presenga da fonte correspondente de carbono e sua repressao quando um carboidrato mais
eficientemente utilizdvel esta presente, esse fendmeno ¢ chamado de repressao por catabolico

de carbono (CCR).

Em Enterobactérias, a regulagdo da viruléncia por agucares ¢ mediada pelo sistema
fosfotransferase de carboidratos (PTS), que captura e fosforila acticares. A disponibilidade de
carboidratos afeta a viruléncia de patégenos humanos, utilizando mecanismos semelhantes aos
da regulagdo do catabolismo. A presenca de acucares influencia a producgdo de toxinas, adesao

celular e evasdo do sistema imunologico (PONCET S et al., 2009).

Além disso, ndo s6 a presenga de agucar e fontes de carbono parecem modular fatores
de viruléncia, como também o tipo de aglicar pode ser um fator determinante para o

estabelecimento da infeccdo. No caso de Streptococcus pyogenes, a presenca de glicose,



sacarose ou trealose induz a producdo da proteina M, essencial para a adesdo aos tecidos do
hospedeiro. Em Listeria monocytogenes, a expressao do gene prfA, que regula a viruléncia, ¢
inibida por agucares como glicose e frutose. Essa regulacdo envolve o PTS, onde a

desfosforilagdo dos componentes inibe PrfA (PONCET S et al. 2009).

Portanto, a relagdo entre a disponibilidade de agucares e a viruléncia bacteriana ndo ¢
apenas uma questdo de metabolismo energético, mas envolve mecanismos de regulacdo que
afetam diretamente a expressdo de genes criticos para a patogenicidade, mostrando como as
bactérias adaptam sua viruléncia em resposta as condi¢des do ambiente (PONCET S et al.

2009).

O estudo de Hudson, A e colaboradores em 2022 ¢ um excelente exemplo de como
diferentes fontes de carbono podem modular a viruléncia bacteriana, similarmente ao que foi
observado em outros patégenos, como Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. No
caso de K. pneumoniae, a pesquisa focou em entender como o metabolismo de fontes
alternativas de carbono, como a fucose, impacta a sua viruléncia, especialmente no ambiente
intestinal, onde essa fonte ¢ abundante. Os resultados mostram que, embora K. pneumoniae
possa metabolizar a fucose como sua Unica fonte de carbono, esse processo ¢ menos eficiente
em termos energéticos comparado a glicose, refletido pelo crescimento mais lento da bactéria
sob condi¢des aerobicas. No entanto, em condi¢des anaerdbicas, comuns no intestino, a fucose
proporciona uma cinética de crescimento mais favoravel do que o glicerol, sugerindo uma
adaptacao metabolica. Mais interessante ainda ¢ o impacto da fucose nos fenotipos de
viruléncia. O crescimento de K. pneumoniae na fucose aumentou significativamente a
capacidade de autoagregacao e formagao de biofilme, ambos fatores cruciais para a viruléncia

de muitas bactérias, incluindo K. pneumoniae (HUDSON, AW et al., 2022).

Esses estudos corroboram achados anteriores que mostram como as fontes de carbono
podem ndo apenas sustentar o crescimento bacteriano, mas também influenciar diretamente a

expressao de determinantes de viruléncia (HUDSON, AW et al., 2022).

JUSTIFICATIVA

De acordo com o apresentado, ¢ possivel identificar a necessidade crescente de combater
bactérias patogénicas e suas cepas resistentes no contexto de saude publica e para isso € preciso
entender os fatores que beneficiam sua viruléncia. Nesse sentido, um estudo sobre o

crescimento bacteriano e a expressao de sideroforos em diferentes fontes de carbono se torna



relevante, pois essas moléculas desempenham um papel critico na captagdo de Fe e estd presente

nas cepas hiper virulentas do género Klebsiella, proporcionando sua maior sobrevivéncia.

Essa abordagem tem o potencial de trazer a luz novas estratégias para o manejo de paciente,
como por exemplo na formulagdo de dietas para pacientes em Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs). Nesse sentido, ¢ importante relacionar as fontes de carboidratos fornecidas a pacientes
criticos e como podem impactar a microbiota do organismo, favorecendo ou inibindo a
viruléncia de patdégenos oportunistas. Também, compreender essas interagdes ¢ fundamental
para o desenvolvimento de medicamentos inovadores que inibam a produgdo ou o
funcionamento de sideroforos, oferecendo um complemento ao uso de antibidticos
convencionais, cuja utilizacdo estd sendo cada vez mais impactada pela disseminacdo de
mecanismos de resisténcia. Ainda no ambito industrial farmacéutico, os resultados podem levar
aum novo olhar sobre o uso de diluentes, fluidos irrigantes, soros, dentre outros insumos a base
de carboidratos, como lactose monoidratada, sorbitol, glicose, considerando seu papel na

expressao de mecanismos de viruléncia.

Portanto, ao investigar o crescimento bacteriano e a expressao de siderdforos em diferentes
condigdes de fonte de carbono, este estudo busca contribuir para o enfrentamento de desafios
cruciais na saude publica, trazendo novas discussdes sobre um aspecto pouco estudado durante
a patogénese das infecgdes bacterianas e dessa forma contribuir para avancos tanto na
prevencao quanto no tratamento de infecgdes bacterianas em diversos contextos, hospitalar e

industrial.

OBJETIVOS

GERAL

Estudo experimental, exploratério, qualitativo e quantitativo usando isolados
bacterianos de Klebsiella pneumoniae e Klebsiella variicola cedidas pelo Hospital
Universitario de Brasilia com o objetivo de avaliar a expressao de sideroforos utilizando como
fonte unica de carbono os diferentes agucares presentes na dieta diaria humana (glicose,
galactose, lactose, manose, maltose e sorbitol). A perspectiva ¢ que os resultados possibilitem
entender mais profundamente sobre um dos principais fatores de viruléncia desse género
bacteriano, a aquisicdo de Fe do meio, e modular futuros mecanismos de controle de

sobrevivéncia de um dos patégenos mais criticos da atualidade na satide publica.
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ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia da fonte de carbono na expressio de sideroforos por diferentes
isolados, utilizando diferentes tipos de aguicares como substrato.

e Qualificar a producao de sider6éforos em cada condicdo experimental por meio da reagdao
com Cromo Azurol S.

¢ Quantificar a producio de sideréforos usando espectrofotdmetro, onda de 630nm.

e Realizar analises estatisticas (ANOVA e Teste de Tukey) para identificar diferencas
significativas na producdo de sideroforos entre os isolados e diferentes fontes de carbono.

e Investigar a relacdo entre a expressao de sideréforos e a viruléncia dos isolados,
considerando sua adaptagdo metabolica as diferentes condigdes.

e Propor estudos direcionados para evolugao do trabalho o com o objetivo de contribuir para
futuras bases de dados que necessitem.

METODOLOGIA

Isolados bacterianos: Foram usados isolados bacterianos de K. pneumoniae, Kp 31 e Kp
34, obtidos de um paciente com bacteremia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). A
linhagem Kp 31 foi isolada de cultura de hemocultura e a Kp 34 foi isolada de cultura de swab
retal. O isolado bacteriano M93 foi obtido a partir da mutagénese da linhagem Kp 34. Esse
mutante foi identificado em trabalho anterior do laboratorio, tendo inativado o gene da fucose
isomerase. Ja os isolados de K. variicola, denominadas Kv15, Kv35, Kv57, também foram
cedidas pelo Hospital Universitario de Brasilia, entre setembro de 2013 e dezembro de 2017,
sendo isolados de urina, hemocultura e cateter, respectivamente. Apds isolamento, estas cepas
foram cultivadas por 18h em meio LB (Sigma) liquido a 37 °C e, em seguida, armazenada em
freezer -80 °C em meio LB com glicerol (50%). A obtencdo das linhagens foi realizada
conforme aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (parecer numero 1.131.054 - CAEE
44867915.1.0000.5).

Os experimentos foram executados no Laboratério de Bioquimica e Quimica de
Proteinas e no Laboratorio de Analises Moleculares de Patogenos, ambos localizados no

Departamento de Biologia Celular, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia.
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EXPRESSAO DE
SIDEROFOROS

KLEBSIELLA PNEUMONIAE KLEBSIELLA VARNCOLA

« GLICOSE GLICOSE GLICOSE » GALACTOSE * GALACTOSE = GALACTOSE
= LACTOSE + LACTOSE * LACTOSE - GLICOSE . GLICOSE - GLICOSE
= MANOSE * MAMOSE * MANOSE =  MALTOSE *  MALTOSE *  MALTOSE
= SORBITOL = SORBITOL * SORBITOL = SORBITOL =  SORBITOL = SORBITOL

N o %

Os experimentos foram realizados em
triplicatas biologicas e experimentais.
TOTAL DE 72.

Figura 1: Esquema metodoldgico da qualificacdo e quantificacdo de expressao de siderdforos

em ambas as espécies de Klebsiella.

Meios de cultura: Foram usados dois meios de cultura, Caldo Muller Hinton (Kasvi),
um meio ndo seletivo e ndo diferencial usado para permitir o crescimento de uma ampla
variedade de bactérias, composto por Peptona Acida de Caseina (H) 17,50 g/L, Infusio de
Carne 2,0, Amido de Milho 1,50 g/L._

O outro, foi meio de detec¢do de sideroforos estafilococicos (SSD), pobre em fosfatos
e citrato, responsavel por criar um ambiente onde apenas microrganismos capazes de produzir
siderdforos para captar Fe sobrevivem ou prosperam. Preparado contendo o seguinte: 2 mM de
KH2PO4, 7,9 mM de NaCl, 17,2 mM de NH4Cl, 2% (vol/vol) de solucdo de Tris-HC1 1,5 M (pH
8.,8), 20 mM de glicose, 6 g de Casaminoacidos (Difco) por litro, 39 uM de triptofano, 32 uM
de acido nicotinico e 6 uM de tiamina-HCI. O pH final do meio foi ajustado para 8,2.

Cultivo dos isolados: Primeiramente, foi realizado um pré-inodculo, para recuperar os isolados,
feito em um tubo de experimento estéril contendo 5_mL de meio Muller-Hinton acrescido de
100_uL do isolado mantida overnigth a 37_°C sem agitagdo. No dia seguinte, o indculo foi

centrifugado a 10.000 rpm por 5 min, ressuspenso em meio de cultura SSD e centrifugado
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novamente. Foi utilizado o meio SSD, considerado "minimo" porque contém apenas os
nutrientes essenciais para o crescimento bacteriano, sem aditivos complexos ¢ sem adicao de
ferro para favorecer a producao de sideroforo, ou seja, em privagao de Fe. Na hora do cultivo,
temperatura e o tempo sdo cruciais para determinar um melhor crescimento, pois a producao
tende a diminuir com o aumento da temperatura e as culturas devem ser mantidas até a fase
estacionaria, ja que a producdo maxima de sideréforos frequentemente ocorre no final da fase
logaritmica e no inicio da fase estacionaria. No caso, o cultivo dos inoculos foi realizado em
SSD adicionado dos agucares a serem testados (glicose, lactose, sorbitol, manose, maltose e
galactose), na concentragdo de 2%, ajustados para DO 0,05 e mantidos a 37 °C sem agita¢ao

por 24h.

Detecc¢io de sideréforos em sobrenadante de cultura: A metodologia escolhida para
o presente estudo se baseia nas revisdes de métodos de Neilands, no ensaio universal do cromo
azurol S (CAS) que foi exemplificada por Payne SM (PAYNE, SM.,1994). A leitura
espectrofotométrica foi realizada no equipamento CLARIOStar Plus Microplate Reader (BMG

Labtech) em comprimento de onda de 630 nm.

O ensaio cromo azurol S (CAS) ¢ o ensaio mais universal desenvolvido até agora para
sideroforos e utiliza um complexo Fe-corante que muda de cor com a perda de Fe. Os
sideroforos, que tém maior afinidade pelo Fe do que o corante, podem remover o Fe, resultando
na mudanga da cor do corante de azul para laranja, podendo ser incorporado em meio agar ou

em um ensaio liquido (SCHWYN B, NEILANDS JB, 1987).

Uma vez concluido o cultivo, os sideréforos sdo encontrados no sobrenadante da
cultura, que foi obtido apds centrifugacdo (a cultura foi centrifugada a 10000 rpm x 10 min),
que remove cé¢lulas e detritos, € o sobrenadante, que contém os siderdforos, foi liofilizado. Para
isso, o sobrenadante ¢ congelado rapidamente e, em seguida, a pressao ¢ reduzida, permitindo
que a agua sublime diretamente do estado sélido para vapor, resultando em um p6 seco que

contém os sideroforos.

Ap6s a liofilizagao, o p6 foi reconstituido com agua Milli-Q e uma aliquota de 100 uL dessa
solucao foi transferida para placas de 96 pocos e adicionado 1uL da solugdo CAS (cromo azurol

S), composto por:
e 2mM solugdo estoque CAS: 0,121g CAS em 100mL de agua;

e 1mM de solugao estoque de Fe: ImM FeCl3. 6H20 em 10mMHCI
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o Tampao piperazina: Dissolver 0,0219g de HDTMA em 50mL de dgua

A preparagdo ¢ realizada misturando 1,5_mL de solucdo estoque de Fe com 7,5 mL da
solugdo estoque de CAS e depois adicionando ao HDTMA. Depois, adiciona-se a solu¢ao de

piperazina e complete 100mL de agua.

O CAS ensaio liquido ¢ um corante que forma um complexo azul intenso com o Fe. Os
isolados que converteram a cor azul do CAS para amarelo, dentro de 15 min, foram
considerados positivos para a producdo de sideroforos. Essa presenca de sideroforos ¢
constatada, pois resulta na formagdo de um complexo colorido, cuja intensidade esta
diretamente relacionada a quantidade de sideroforo presente. A absorbancia da solucao ¢ entdao
medida em um espectrofotometro em comprimento de onda de 630 nm da solugdo com CAS e
o sobrenadante concentrado. Os experimentos foram realizados em triplicatas bioldgicas e

experimentais. O contetdo de sideroforo ¢ entdo calculado de acordo com a equagao:
% sider6foro em unidades =Ar—Ae/Ar x 100

Onde Ar ¢ a absorbancia de referéncia e Ae € a absorbancia da amostra.

- NOVAMENTE CENTRIFUGAGAO A
CENTRIFUGAGAO CENTRIFUGAGAO 10.000 pugm
A 10.000 RFM POR 5 .
= A 10.000 RPM POR 5 INUTOS PARA OBTER]
MINUT MINUTOS SOBREMADANTE

EM MULLER HINTOMN,
MANTIOO
OVERMIGHT A 37%

g

PRE-INGCULO DE CULTIVADOS
RECUPERAGAOD DOS RESSUSPENSO EM SSD ADICIO!
ISOLADOS MEIO DE CULTURA SSD AGUCARES T
CONGELADOS 2%

. ADICAO DE 100UL DE RECONSTITUIGAD EM
CALCULD % DE SOLUCAO CAS NOS AGUA MILLI-Q
SIDEROFOROS POCOS

QUALIFICAGAO POR TRANSFERENCIA LIOFILIZAGAD DO

COLORIMETRIA E

LEITURA DA D.O PARA PLACA DE 96

POGOS

100UL
EM TRIPLICATA,

Figura 2: Fluxograma para exemplificacdo de modo de cultivo e anélise das cepas inoculadas

SOBRENADANTE

para qualificagdo e quantifica¢ao de expressao de siderdforos.
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O diferencial nesse estudo foi a inoculacdo das cepas em diferentes fontes de carbono:
glicose, lactose, manose e sorbitol_para K. pneumoniae e galactose, glicose, maltose e sorbitol
para K. variicola. Tinha-se como objetivo identificar se diferentes tipos de carboidrato
influenciavam na viruléncia das bactérias, visto que sdo fontes de energia, e at¢ mesmo, se

afetam a expressao de sideroforos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada cepa foi cultivada inicialmente em meio minimo SSD. Para a Kp31, Kp34 ¢ M93
foram feitos 4 meios contendo fontes de carbono diferentes: lactose, glicose, manose e sorbitol.
J& para as cepas Kv15, Kv35 e Kv57 foram feitos meios contendo: galactose, glicose, maltose
e sorbitol. Ou seja, no total cada isolado foi cultivado em 4 meios diferentes. Apos o cultivo, o
sobrenadante obtido foi liofilizado e ressuspenso em um volume final de 1 mL de agua. Como

controle negativo, foi liofilizado o mesmo volume de meio de cultura.

O sobrenadante de cultura e o reagente CAS foram adicionados em placas de 96 pocos,

assim como o controle negativo, na proporcao 1:1 (Figura 1 e 2).

Sobrenadante em O A
triplicata - o =
crescido em L e
diferentes fontes de e Y ( ) [' Y
carbono: Lactose F 5 r'y
Glicose, Manitol &
Sorbitol D |: -'| | } |: ‘_|
+ N s N

CAS — — - —

L )
CAS+M9 f f

(100uL + 100 uL)

Figura 3. Modelo disposi¢do das cepas escolhidas na placa de 96 pocos. Quanto mais

amarelo, maior a presenca de sideroforos. A cor azul representa a ndo presenga.
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Figura 4. Primeira placa de 96 pocos utilizada resultante de um crescimento correto em pH

adequado.

Durante a padronizacido dos experimentos, foram testados diversos protocolos. O fator
mais importante foi a escolha do tampao adequado. Foram testados trés diferentes tampoes: 1)
piperazina; 2) PIPES e 3) SSD tamponado. Utilizando o tampao PIPES os resultados foram
irregulares. O meio deveria ficar da cor azulada, mas ficou avermelhada (Figura 5),
provavelmente por permitir acidificagdo do meio, causando protonagdo. Utilizando o meio SSD
tamponado ndo conseguimos estabilizar a ligacdo dos ions Fe ao CAS, o que tornava a solugdo

instavel. Dessa forma, padronizamos as leituras utilizando piperazina em pH 6,8 (Figura 6).
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Figura 5. Teste de crescimento com tampao PIPES. Cor avermelhada é consequéncia da

acidificagdo do meio.

Figura 6. Crescimento com tampao Piperazina. Foi realizado o teste com controle negativo

(apenas meio minimo) e cepas de Escherichia coli.

Com a leitura espectrofotométrica foi possivel calcular a porcentagem de siderdforos

com base na alteracdo da absorbancia, que estd relacionada a presenca de sideroforos que

sequestram ions de Fe. Quanto maior a concentragdo de sideroforos na amostra, maior sera a

diferenca entre a absorbancia do controle (sem sider6foros) e a absorbancia da amostra (com

sideroforos). Essa diferenga maior resulta em um valor mais alto para a porcentagem de

sideroforos na equagdo. Portanto: Maior produg¢do de sider6foros — Maior reducdo na

absorbancia da amostra — Maior porcentagem calculada.

Tabela 1. Leituras de absorbancia do sobrenadante de cultura de K. preumoniae utilizando

diferentes fontes de carbono e percentual de produgdo de sideréforos calculadas.

LAC* 1
(DO600)

LAC*2 LAC*3 % produciio

MEDIA S
(DO600) (D0600) de sideroforos
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Kp34 0,202 0,021 0,21 0,211 71,43501805
Kp31 0,146 0,143 0,147 0,1453333333  80,32490975
M9I3 0,177 0,168 0,164 0,1696667 77,030686
, % producao de
GLI **1 GLI ** 2 GLI ** 3 MEDIA
siderdforos
Kp34 0,231 0,237 0,212 0,2266666667 69,31407942
Kp31 0,156 0,149 0,149 0,1513333333  79,51263538
M9I3 0,148 0,148 0,149 0,1483333 79,918773
, % producao de
MAN***]  MAN***2  MAN***3 MEDIA
siderdforos
Kp34 0,168 0,15 0,152 0,1566666667  78,79061372
Kp31 0,164 0,159 0,171 0,1646666667  77,70758123
M9I3 0,196 0,198 0,2 0,198 73,194946
, % producao de
SOR****]  SOR ****2 SOR **** 3 MEDIA
siderdforos**
Kp34 0,187 0,182 0,185 0,1846666667 75
Kp31 0,174 0,174 0,182 0,1766666667  76,08303249
M9I3 0,172 0,177 0,173 0,174 76,444043
REF 0,701 0,747 0,768 0,7386666667

*LAC- lactose; **GLI- glicose; ***MAN- manose; ****SOR- sorbitol; % de produgao de

sideroforos- obtido pela formula Ar—Ae/Ar x 100.
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Figura 7. Produgao de sider6foro em sobrenadante de cultura de K. pneumoniae utilizando

diferentes fontes de carbono. * diferenca estatistica significante (p < 0,05) entre os grupos

indicados pela barra.

Tabela 2. Leituras de absorbancia do sobrenadante de cultura de K. variicola utilizando

diferentes fontes de carbono e percentual de producgdo de sideroforos calculadas.

Kv35

Kv57

Kvis

Kv35

Kv57

Kvis

GAL* 1
(DO600)

0,169
0,157

0,169

GLI **1

0,14
0,154

0,157

GAL*2
(DO600)
0,173
0,172

0,169

GLI ** 2

0,145
0,147

0,155

GAL*3
(D0O600)
0,168
0,168

0,162

GLI **3

0,145
0,146

0,153

, % producio
MEDIA
de sideroforos
0,17 79,98555957

0,1645666666 77,57220217
0,1646666666 77,70758123

, % producdo de
MEDIA
siderdforos

0,143333333  80,59566787
0,149 79,82851986

0,155 79,01624549
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, % producdo de
MAL***]  MAL **%2  MAL%**3 MEDIA
siderdforos
Kv35 0,15 0,153 0,151 0,1513333333 79,51263538
Kv57 0,154 0,157 0,15 0,1536666666  79,1967509
Kvi5s 0,161 0,157 0,164 0,1606666666 78,24909747
, % producao de
SOR****]  SOR ****2 SOR **** 3 MEDIA
siderdforos™*
KP35 0,167 0,167 0,172 0,1686666666 77,16606498
Kv57 0,188 0,187 0,183 0,186 74,81949458
Kvi5 0,158 0,16 0,154 0,1573333333  78,70036101
REF
0,701 0,747 0,768
0,7386666667

*GAL- galactose; **GLI- glicose; ***MAL- maltose; ****SOR- sorbitol; % de producao de
sider6foros- obtido pela formula Ar—Ae/Ar x 100.
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Figura 8. Produgao de sider6foro em sobrenadante de cultura de K. variicola utilizando
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diferentes fontes de carbono. * diferenca estatistica significante (p < 0,05) entre os grupos

indicados pela barra.

De acordo com as tabelas apresentadas ¢ possivel perceber que a cepa Kp31, possuiu
uma maior expressdo de sideroforos (Fig.7). O isolado Kp34 demonstrou um aumento
significativo estatisticamente na produgdo de sider6foros na presenga de manose, quando
comparado ao cultivo na presenca de lactose. Por outro lado, o cultivo na presenca de glicose
promoveu uma diminui¢do na expressao de sideroforos quando comparado a lactose. O isolado
Kp31 demonstrou menor producdo de sideréforos na presenca de sorbitol como fonte de
carbono quando comparado a lactose. A média de expressao foi em torno dos 70% de unidades

de sider6foros, o que € um valor alto ligado a viruléncia bacteriana (Fig. 7).

J& em relacdo as cepas de K. variicola, de acordo com a tabela 2, identificamos que os
dados estdo mais aproximados e estaveis entre as replicatas e entre os agucares. As cepas
cultivas em glicose como fonte de carbono tiveram uma maior expressdo de sideréforos,
diferentemente das cepas de K. pneumoniae, onde as cultivadas em lactose tiveram maior
expressao (Figs. 7 e 8). Entre as cepas, a Kv35 houve maior porcentagem de expressdo, com

excegdo do crescimento em sorbitol, onde a Kv15 ¢ levemente maior (Fig. 8).

Para avaliagdo estatistica foram usados o Teste ANOVA e o Teste de Tukey. O ANOVA
¢ o teste realizado para uma analise de variancia, percepc¢ao de diferenga significativa entre trés
ou mais grupos. Nela se o resultado for significativo (valor de p < nivel de significancia,
geralmente 0,05), rejeitamos a hipotese nula e concluimos que pelo menos um grupo ¢ diferente
dos outros. Ja o teste de Tukey ¢ realizado ap6s 0 ANOVA, usado para identificar quais pares
de grupos tém diferengas significativas nas médias. Por exemplo, se foi comparado 3 grupos
(A, B e C) com ANOVA e encontrou diferencas significativas, o teste de Tukey pode mostrar

que ha diferenca significativa ou sem diferenca significativa.

Os resultados dos testes realizados para K.p e K.v foram:



Conjunto Comparacao Valor 1 Valor 2 Diferenca Status
KP34 LACXGLI 0.211 0.2266666667 0.01566666667 OK
KP34 LACXMAN 0.211 0.1566666667 0.05433333333 OK
KP34 LACXSOR 0.211 0.1846666667 0.02633333333 OK
KP34 GLIXMAN 0.2266666667 | 0.1566666667 0.07 OK
KP34 GLIXSOR 0.2266666667 | 0.1846666667 0.042 OK
KP34 MANXSOR 0.1566666667 | 0.1846666667 0.028 OK
KP31 LACXGLI 0.1453333333 | 0.1513333333 0.006 NAO
KP31 LACXMAN 0.1453333333 | 0.1646666667 0.01933333333 OK
KP31 LACXSOR 0.1453333333 | 0.1766666667 0.03133333333 OK
KP31 GLIXMAN 0.1513333333 | 0.1646666667 0.01333333333 NAO
KP31 GLIXSOR 0.1513333333 | 0.1766666667 0.02533333333 OK
KP31 MANXSOR 0.1646666667 | 0.1766666667 0.012 NAO
M93 LACXGLI 0.1696666667 | 0.1483333333 0.02133333333 OK
M93 LACXMAN 0.1696666667 0.198 0.02833333333 OK
M93 LACXSOR 0.1696666667 0.174 0.004333333333 NAO
M93 GLIXMAN 0.1483333333 0.198 0.04966666667 OK
M93 GLIXSOR 0.1483333333 0.174 0.02566666667 OK
M93 MANXSOR 0.198 0.174 0.024 OK
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Figura 9. Teste de Tukey Klebsiella pneumoniae. ‘Ok’ representa que ha diferenga

significativa e ‘ndo’ que ndo hé diferenca significativa.

Conjunto Comparacao Valor 1 Valor 2 Diferenca Status
Kv35 GALXGLI 76.98555957 | 80.59566787 3.610108303 OK
Kv35 GALxMAL 76.98555957 | 79.51263538 2.527075812 OK
Kv35 GALXSOR 76.98555957 | 77.16606498 | 0.1805054152 OK
Kv35 GLIXMAL 80.59566787 | 79.51263538 1.083032491 NAO
Kv35 GLIXSOR 80.59566787 | 77.16606498 3.429602888 OK
Kv35 MALXSOR 79.51263538 | 77.16606498 | 2.346570397 OK
KV57 GALxGLI 77.57220217 | 79.82851986 2.25631769 OK
KV57 GALxMAL 77.57220217 79.1967509 1.624548736 NAO
KV57 GALXSOR 77.57220217 | 74.81949458 2.752707581 OK
KV57 GLIXMAL 79.82851986 79.1967509 0.6317689531 NAO
KV57 GLIXSOR 79.82851986 | 74.81949458 5.009025271 OK
KV57 MALXSOR 79.1967509 74.81949458 4.377256318 OK
KV15 GALxGLI 77.70758123 | 79.01624549 1.30866426 NAO
KV15 GALXMAL 77.70758123 | 78.24909747 | 0.5415162455 NAO
KV15 GALXSOR 77.70758123 | 78.70036101 | 0.9927797834 NAO
KV15 GLIXMAL 79.01624549 | 78.24909747 | 0.7671480144 NAO
KV15 GLIXSOR 79.01624549 | 78.70036101 | 0.3158844765 NAO
KV15 MALXSOR 78.24909747 | 78.70036101 | 0.4512635379 NAO

Figura 9. Teste de Tukey Klebsiella variicola. ‘Ok’ representa que ha diferenca significativa e

‘ndo’ que ndo ha diferenca significativa.

Lactose, glicose, galactose, manose, maltose e sorbitol foram escolhidos, pois sdo
acucares altamente presentes na dieta humana, logo as bactérias tém uma maior probabilidade
de as usarem como meio de energia. Em caso de comprovagao de influéncia dos acucares, dietas
para pacientes poderiam ser baseadas em acucares que ndo aumentam a expressao desse fator

de viruléncia.

CONCLUSAO
Este estudo tinha como intengdo investigar se o crescimento de bactérias em diferentes

fontes de carbono afetaria a expressdo dos sideroforos de duas espécies de Klebisiella (K.



22

pneumoniae ¢ K. variicola), afetando, assim, o potencial de viruléncia das bactérias usadas no

estudo.

Os resultados deste estudo demonstram que a fonte de carbono influencia diretamente
a expressdo de sider6foros nos isolados analisados, como evidenciado pela quantificagdo
divergente observada entre diferentes acglicares. A andlise estatistica, por meio de ANOVA e
Teste de Tukey, confirmou diferencas significativas na producao de sideréforos entre os grupos
testados, reforcando a importancia do metabolismo de carbono na regulagdo desse fator de
viruléncia, embora mecanismos especificos ainda precisem ser melhor elucidados. Para isso,
técnicas complementares, como protedmica e sequenciamento de genes, sdo necessarias para

uma compreensdo mais profunda dos reguladores envolvidos nesse processo.

Existem varias maneiras de continuar este projeto e complementar os resultados obtidos:
analise da expressao do gene de sideroforo utilizando RT-qPCR ou RNA-Seq para quantificar
a expressao desse gene; Realizacdo de ensaios de viruléncia em modelos animais, permitindo
avaliar se as bactérias cultivadas em diferentes condi¢des de carbono realmente apresentam um
comportamento mais virulento em organismos vivo; Um estudo de analise protedmica poderia
identificar e quantificar as proteinas envolvidas na producdo de sideréforos, fornecendo uma
visdo mais profunda dos mecanismos moleculares que unem a resposta da bactéria as varias

fontes de carbono.

As diferentes leituras que encontramos na espectrofotometria, além de explicar
divergéncia nas expressoes de sideroforos, podem ser ter sido causadas por varios problemas
técnicos, como probabilidade de erros na preparagdo do meio, varia¢ao na producao de bactérias
em cultura, variagdo na concentra¢do dos meios de carbono e eventual falha na calibragem do
espectrofotometro. Tais eventos, provavelmente podem ter afetado as leituras de D.O. e,

posteriormente, a interpretacao das variagdes no crescimento dos microrganismos escolhidos.

Estudos futuros, com controle mais rigoroso dessas varidveis experimentais seriao
necessarios para confirmar qualquer relagdo entre as fontes de carbono e a expressao de

siderdforos e para compreender o impacto real disso na viruléncia bacteriana.
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