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RESUMO

Klebsiella pneumoniae € um importante patdgeno para humanos, estando associado
a diferentes tipos de infec¢bes de dificil tratamento, uma vez que esta bactéria pode
exibir o fenotipo de resisténcia multipla a drogas (MDR), incluindo a resisténcia a
antimicrobianos [(-lactamicos e carbapenémicos. A producdo de vesiculas da
membrana externa (OMVs) é uma caracteristica exibida por diferentes organismos,
incluindo bactérias patogénicas e a importancia bioldgica da producdo de OMVs por
parte de organismos procariotos € crescente. A transmissdo de resisténcia entre
bactérias Gram-negativas pode ocorrer através de OMVs porque atuam como um
sistema de secrecdo e liberacdo de genes de resisténcia a antibidticos, genes de
viruléncia ou plasmideos, permitindo a disseminacdo deles no ambiente e
promovendo a interagdo com outras células sem contato celular. Considerando estas
observacdes, o objetivo deste projeto foi caracterizar as OMVs produzidas por
linhagens de Klebsiella spp. resistentes e suscetiveis a B-lactamicos quanto sua
estrutura e ao contetdo de &acidos nucleicos, e avaliar seu potencial para transferir
genes codificadores de carbapenemases a outras bactérias. Entre os dados obtidos,
K. pneumoniae ATCC BAA-2146 apresentou resisténcia a todos os antimicrobianos
testados e a expressao de carbapenemase confirmada. K. quasipneumoniae ATCC
700603 mostrou resisténcia as cefalosporinas por expressar ESBL e K. pneumoniae
ATCC 13883 apresentou suscetibilidade a maioria dos antimicrobianos, como
esperado. Estes resultados foram confirmados por testes de perfil de resisténcia,
testes fenotipicos para deteccdo de enzimas e PCR para deteccdo de genes de
resisténcia. Além disso, a producdo de OMVs pelas linhagens de Klebsiella spp.com
didmetros entre 30 nm e 500 nm, com predominio de diametros menores que 200 nm,
foi demostrada durante o crescimento in vitro na fase estacionaria atingindo
concentracdes desde 8,37 x 10! vesiculas/ml a 1,36 x 10*? vesiculas/ml. Quanto a
caracterizacdo estrutural, as analises por NTA e TEM confirmaram a aparéncia
esférica e de membrana dupla das OMVs. As analises por PCR demostraram a
presenca do gene blasiv nas OMVs produzidas pelas trés linhagens avaliadas de
Klebsiella spp. e a presenca do gene blanom apenas em algumas OMVs de ATCC
BAA-2146. Embora multiplos experimentos de transferéncia de genes tenham sido

realizados em diferentes condic¢des, ndo foi possivel obter transformantes.



Palavras chave: Klebsiella pneumoniae; vesiculas de membrana externa; resisténcia,

B- lactamicos.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is an important pathogen for humans, frequently associated
with different types of difficult-to-treat infections, since this bacterium usually exhibits
a multidrug resistant phenotype (MDR), including resistance to B-lactams and
carbapenem antimicrobials. The production of outer membrane vesicles (OMVSs) is a
characteristic exhibited by different organisms including pathogenic bacteria and the
biological importance of OMVs secreted by prokaryotic organisms is increasing. The
transmission of resistance between Gram-negative bacteria can occur through OMVs
because they act as a secretion-delivery system for antibiotic resistance genes,
virulence genes or plasmids, allowing their long-distance dissemination into the
environment and promoting interaction with other cells without bacterial contact.
Considering this information, the objective of this project is to characterize OMVs
produced by Klebsiella spp. strains resistant and susceptible to B-lactams in terms of
structure and nucleic-acid contents, and evaluate their potential to transfer genes
encoding resistance markers to other bacteria. Among the data obtained, K.
pneumoniae ATCC BAA-2146 showed resistance to all tested antimicrobials and
confirmed carbapenemase expression, K. quasipneumoniae ATCC 700603 showed
resistance to cephalosporins (ESBL phenotype) and K. pneumoniae ATCC 13883
showed susceptibility to most of the antimicrobials as expected. These results were
confirmed by resistance profile tests, phenotypic tests for enzyme detection and PCR
for resistance gene detection. In addition, the production of OMVs by Klebsiella spp.
strains with diameters between 30 nm and 500 nm with a predominance of diameters
smaller than 200 nm, was demonstrated during in vitro growth in the stationary phase,
reaching concentrations from 8,37 x 10! vesicles/ml to 1,36 x 10'? vesicles/ml.
Structural characterization by NTA and TEM analyzes confirmed the spherical and
double membrane appearance of the OMVs. PCR analyzes showed the presence of
blaskiv gene in the OMVs produced by the three strains evaluated of Klebsiella spp.
and the presence of blanom gene only in some OMVs of ATCC BAA-2146. Although
multiple gene transfer experiments were performed under different conditions, it was

not possible to obtain transformants.

Key words: Klebsiella pneumoniae; outer membrane vesicles; resistance; B-lactams.
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1. Introducéo

As infeccbes associadas aos cuidados de saude (IACS) ou infecgbes
nosocomiais sdo um dos eventos mais comuns na prestacao de cuidados meédicos
e/ou cirargicos e representam um grande problema de saude publica com impacto na
morbidade, mortalidade e qualidade de vida. Essas infec¢bes ocorrem em pacientes
durante atendimento hospitalar ou outro centro de saude, ndo estando presentes no
momento da admissdo. Em 2016, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relatou
que até 7% dos pacientes nos paises desenvolvidos e 10% nos paises em
desenvolvimento adquiriram pelo menos uma IACS. Os tipos mais frequentes de IACS
incluem infec¢des da corrente sanguinea, infeccfes do trato urinario associadas a
cateter, infeccdes de ferida cirdrgica e do trato respiratorio associadas a ventilacdo
mecanica (Khan et al., 2017; WHO, 2016). No entanto, essas IACS ndo aparecem na
lista das 100 principais doencas mundiais publicadas pela OMS porque seu
diagndstico é complexo e se baseia em multiplos critérios. O impacto dessas infec¢des
pode resultar em incapacidade a longo prazo, internacdo hospitalar prolongada,
aumento da resisténcia de microrganismos a agentes antimicrobianos, altos custos

para os pacientes e excesso de mortes (Hendrik et al., 2015; WHO, 2011).

Dentre os principais patdégenos responsaveis por infeccfes nosocomiais,
encontram-se bactérias, virus e fungos, cuja incidéncia pode variar dependendo do
ambiente das instalacdes médicas e dos diferentes grupos de pacientes. As bactérias
sdo 0s patdogenos mais comuns, algumas delas pertencem a microbiota natural do
paciente, mas podem causar infeccdo em pessoas imunodebilitadas ou

imunodeprimidas (Khan et al., 2017).

O aumento global das bactérias multirresistentes (MDR) representa uma
ameaca a saude humana (Granata e Petrosillo, 2017). Os principais patégenos
responsaveis pela crise de resisténcia antimicrobiana e da maioria das IACS, estao
no grupo ESKAPE (Gram positivos: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus; e
Gram negativos: Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter). Os patdgenos gram-negativos deste grupo sé&o
considerados o maior problema, devido ao surgimento de cepas resistentes a todos
ou a maioria dos antibiéticos disponiveis (Wyres e Holt, 2018; Haque et al., 2018;
Ramirez et al., 2014).
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Em relatorio para a OMS intitulado No Time to Wait: Securing the future from
drug-resistant infections, a Interagency Coordination Group on Antimicrobial
Resistance (IACG) faz um alerta sobre a necessidade de se intervir imediatamente no
controle de bactérias multirresistentes. Em trecho extraido deste relatorio, a IACG faz
um prognéstico alarmante sobre essas infecgdes: “Drug-resistant diseases already
cause at least 700,000 deaths globally a year, including 230,000 deaths from
multidrug-resistant tuberculosis, a figure that could increase to 10 million deaths
globally per year by 2050 under the most alarming scenario if no action is taken.
Around 2.4 million people could die in high-income countries between 2015 and 2050
without a  sustained effort  to contain antimicrobial resistance.”

(https://lwww.who.int/news-room/detail/29-04-2019-new-report-calls-for-urgent-action-

to-avert-antimicrobial-resistance-crisis). Além disso, uma analise sistematica recente

sobre a carga global da resisténcia antimicrobiana bacteriana estimou que 4,95
milhdes de mortes foram atribuidas a MDR bacteriana globalmente no 2019 com seis
principais patdégenos identificados como prioritarios pela OMS que representam uma
ameaca a saude e por tanto merecem mais atencdo, capacitacdo e
pesquisa.(https://www.thelancet.com/journals/lancet/article/P11S0140-
6736(21)02724-0/fulltext).

K. pneumoniae tem sido reconhecida como a bactéria gram-negativa
multirresistente mais frequente que causa infec¢ées nosocomiais como pneumonia,
meningite, infeccdo do trato urinario, infeccdes de feridas cirdrgicas, bacteremia e
abscessos hepéaticos (Effah et al., 2020; Lee et al., 2017; Navon-Venezia et al., 2017,
Paczosa e Mecsas, 2016). Estudos filogenéticos de isolados classicamente
identificados como K. pneumoniae, demonstraram a existéncia de trés principais
filogrupos denominados Kpl, Kpll e Kplll, conforme analises de sequéncia dos genes
gyrA e parC (Brisse e Verhoef, 2001; Brisse et al., 2004). Trabalhos taxondémicos
subsequentes propuseram os nomes Klebsiella pneumoniae para o filogrupo Kpl,
Klebsiella quasipneumoniae para o filogrupo Kpll e Klebsiella variicola para o filogrupo
Kplll. No entanto, o filogrupo Kpll foi subdividido nos subgrupos Kpll-A e Kpll-B
correspondendo as subespécies, K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae e K.
guasipneumoniae subsp. similipneumoniae, respectivamente (Elliott et al., 2016;
Maatallah et al., 2014, Brisse et al., 2014). Estudos recentes de sequenciamento do

genoma completo (WGS) demostraram que uma grande propor¢ao de isolados
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identificados como K. pneumoniae na verdade pertence a espécies intimamente
relacionadas que compartiiham 95 — 96% de identidade de nucleotideos e que
constituem o complexo de espécies de K. pneumoniae (Wyres et al., 2020; Rodrigues
et al., 2018; Long et al., 2017). Recentemente, a linhagem ATCC 700603
originalmente classificada como K. pneumoniae subsp. pneumoniae conhecida como
K6, foi reclassificada como Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae e
analises de WGS confirmaram a presenca do gene de resisténcia blaokr-s no

cromossomo, um gene especifico dessa subespécie (Elliott et al., 2016).

Bactérias pertencentes ao complexo K. pneumoniae sdo 0S mais
representativos do género Klebsiella e os mais comumente relatados entre os géneros
de Enterobacteriaceae, resistentes as principais classes de antibioticos, devido a sua
capacidade de produzir Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e
Carbapenemases, que hidrolisam antibiéticos como cefalosporinas, monobactamicos,
penicilinas e carbapenémicos (Navon-Venezia et al., 2017; Paczosa e Mecsas, 2016;
Doorduijn et al., 2016; Ramirez et al., 2014). Essa resisténcia pode estar associada a
genes codificados por plasmideos ou elementos genéticos moéveis que podem permitir
a disseminacado de genes de resisténcia e viruléncia de uma bactéria para outra (Effah
et al., 2020; Gomez e Uhlemann, 2017).

A transmissdo da resisténcia entre bactérias gram-negativas também pode
ocorrer através de vesiculas da membrana externa (OMVs) porque elas atuam como
um sistema de secrecéo e liberacdo de genes de resisténcia a antibiéticos, genes de
viruléncia ou plasmideos, permitindo a disseminacdo de longa distancia deles no
ambiente e promovendo a interagdo com outras células sem contato celular
(Chatterjee et al., 2017; Rumbo et al., 2011; Yaron et al., 2000).

Existem diferentes tipos de vesiculas extracelulares produzidas por células
eucaridticas como microvesiculas, corpos apoptoticos e exossomos. Estudos relatam
gue 0s exossomos podem participar da comunicagao intercelular, em processos
fisiolégicos e em processos patolégicos como o cancer, devido a transferéncia de
moléculas para células receptoras que promovem o crescimento tumoral (Thakur et
al., 2022). Em relacdo as vesiculas produzidas por células procaridticas, as mais
conhecidas sdo as vesiculas da membrana externa que sdo estruturas pequenas,

esféricas e de bicamadas lipidicas liberadas da membrana externa de bactérias gram-
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negativas durante todas as fases de seu crescimento (Jan, 2017; Anand e Chaudhuri,
2016; Cahill et al., 2015). Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar
sua biogénese. Alguns deles propdem que uma diminui¢do das proteinas de ligacao
cruzada entre a membrana externa e o peptidoglicano como a Lipoproteina de Braun
(Lpp) e a proteina de membrana externa (OmpA), induz a curvatura da membrana
externa e seguidamente a formacdo das vesiculas. Além disso, o acumulo de
proteinas mal dobradas, lipopolissacarideos e fragmentos de peptidoglicano em
regides do espaco periplasmico conhecidas como nanoterritdrios promovem a
producdo de vesiculas. Estudos tém relatado que a perda de algumas proteinas do
sistema Tol-Pal como TolA, TolR e TolQ afeta a integridade da membrana
promovendo seu abaulamento e a formacéo de vesiculas. O processo de vesiculagao
pode também ser induzido pela intercalacdo de moléculas na membrana externa que
aumentam a curvatura dela como ocorre com a molécula de sinalizacdo PQS em
Pseudomonas aeruginosa (Nagakubo et al., 2020; Toyofuku et al., 2019; Anand e
Chaudhuri, 2017; Jan, 2017; Schwechheimer e Kuehn, 2015). Embora diferentes
modelos tém sido propostos para explicar a formacéo das vesiculas de membrana
externa, Roier et al. (2016) propds um mecanismo geral e conservado para a
biogénese das OMVs nas bactérias Gram negativas, baseado no sistema de
transporte ABC VacJ/Yrb. Segundo este mecanismo, a delecdo ou baixa expresséo
dos genes vacJ e yrb induz o acimulo de fosfolipidios na membrana externa com uma
distribuicdo assimétrica, promovendo o abaulamento da membrana para formar as

vesiculas.

As OMVs estéo envolvidas em diversas funcdes como liberacdo de toxinas e
fatores de viruléncia, comunicacdo intercelular bacteriana, formagdo de biofilme,
resisténcia a antibioticos e modulagéo das respostas imunes do hospedeiro (Martora
et al., 2019; Gill et al., 2018; Anand e Chaudhuri, 2016; Rumbo et al., 2011). Essas
fungbes séo conferidas pelo diferente contetudo das vesiculas como acidos nucléicos
(DNA, RNA), toxinas, fosfolipidios, lipopolissacarideos, componentes da parede
celular, proteinas (da membrana externa, periplasmaticas, citoplasmaticas e ligadas a
membrana), metabolitos de ions e moléculas de sinalizacdo (Jan, 2017; Bitto e
Kaparakis-Liaskos, 2017; Ellis e Kuehn, 2010).

Algumas espécies tém sido relatadas como produtoras de OMVs como
Escherichia coli, Borrelia burgdorferi, Neisseria spp., Bacteroides spp., Shigella spp.,
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Helicobacter pylori, Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio spp. e Acinetobacter baumannii, entre outras (Tiwari et al., 2017; Jan, 2017;
Chatterjee et al., 2017; Rumbo et al., 2011).

Estudos sobre as vesiculas de membrana externa em K. pneumoniae séo
poucos e se concentram em demostrar que podem contribuir para a patogénese da
infeccdo do hospedeiro por meio de alteracBes na expressao de miRNA nas células
epiteliais bréonquicas humanas, provocam uma resposta inflamatéria potente (Martora
et al., 2019), aumentam a expressao de genes relacionados a imunidade nos epitélios
e mastocitos (You et al., 2019), contém proteinas envolvidas na eliminacao de toxinas
e fagos, no transporte intercelular de proteinas e material genético e na modulagéo
das defensas do hospedeiro (You et al., 2018), protegem contra a letalidade induzida
por infeccdo (Lee et al., 2015) e induzem a resposta imune inata in vitro e patologia
pulmonar in vivo pela expressdo de citocinas pré-inflamatérias (Lee et al., 2012).
Assim, o objetivo deste projeto € caracterizar as OMVs produzidas por K. pneumoniae
resistentes e suscetiveis aos B-lactamicos e avaliar sua capacidade como veiculos

para transferir genes de resisténcia a outras bactérias.

2. Objetivos e justificativa
2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo é caracterizar as vesiculas de membrana externa (OMVs)
produzidas por linhagens de K. pneumoniae quanto sua estrutura e o conteudo de
DNA.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar as linhagens de K. pneumoniae quanto ao perfil de resisténcia a
antimicrobianos pelo método de disco-difusdo e por métodos fenatipicos,
confirmando estes perfis.

e Isolar, purificar e quantificar as vesiculas de membrana externa produzidas pelas
linhagens de K. pneumoniae.

e Caracterizar estruturalmente, por Microscopia Eletrénica, as vesiculas de

membrana externa isoladas e purificadas de K. pneumoniae.
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e Caracterizar o conteudo de DNA das vesiculas de membrana externa obtidas das
linhagens de K. pneumoniae.

e Verificar o potencial de transferéncia de genes de resisténcia a 3-lactamicos para
linhagens sensiveis, utilizando as vesiculas de membrana externa produzidas por

K. pneumoniae.

2.3. Justificativas

A caracterizacdo de vesiculas de membrana externa (OMVs) de K. pneumoniae
certamente revelard aspectos importantes da biologia dessa bactéria, incluindo os
papéis de OMVs na patogenicidade e resisténcia antimicrobiana. A caracterizacao de
conteudo de DNA dessas vesiculas podera trazer a luz novos mecanismos de
patogenicidade e estratégias empregadas pela bactéria para disseminar moléculas

sinalizadoras/efetoras e genes de resisténcia.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Linhagens bacterianas e condicdes de crescimento

Trés linhagens de K. pneumoniae do American Type Culture Collection (ATCC)
foram usadas em todos os experimentos. K. pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC
700603, que foi recentemente reclassificada como Klebsiella quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae (Elliott et al., 2016), € uma linhagem controle para a producéo de [3-
lactamase de espectro estendido, SHV-18. K. pneumoniae ATCC BAA-2146 € uma
linhagem positiva de New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM-1) (blanom positivo por
PCR), resistente aos carbapenémicos (Imipenem, Meropenem e Ertapenem). K.
pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883 é uma linhagem suscetivel aos
carbapenémicos (Findlay et al., 2012) e, portanto, foi usada como cepa controle. A
linhagem JM109 de Escherichia coli foi utilizada como controle em alguns

experimentos.

As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio Caldo Luria Bertani (LB) e
LB Agar (Sambrook e Rusell, 2001) com 25 pg / ml de Imipenem quando necessario.
Estoques bacterianos foram preparados em meio LB com 30% de glicerol e

conservados a -80°C.

3.2. Caracterizacédo das cepas de K. pneumoniae e K. quasipneumoniae

3.2.1. Curvas de crescimento in vitro

Para as linhagens de Klebsiella spp e E. coli IM109, curvas de crescimento
foram avaliadas a partir de culturas em 50 ml de meio LB preparadas (diluicdo 1:1000)
de pré-indculos crescidos por 16-18 horas. O crescimento a 37°C sob agitacdo (150
rpm) foi acompanhado ao longo de 24 horas através da leitura da densidade Optica
(DO) em intervalos de 2 horas e pela determinacao das UFC (Unidades Formadoras

de Coldnias) por contagens em meio LB Agar.

3.2.2. Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos

Todas as linhagens de Klebsiella spp foram caracterizadas quanto ao perfil de
resisténcia aos antimicrobianos para confirmar os fenotipos resistentes, pelo Método
de disco-difusdo seguindo os protocolos do CLSI M100 (2020) e CLSI M02-A12
(2015). Este ensaio foi realizado em meio Mueller-Hinton Agar (Oxoid) com os
antimicrobianos: amoxicilina (10 pg), cefoxitina (30 pg), cefotaxima (30 ug),

ceftazidima (30 pg), meropenem (10 ug), ertapenem (10 pg), imipenem (10 pg),
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enrofloxacina (5 pug), ciprofloxacina (5 pg), tetraciclina (30 pug), estreptomicina (10 ug),
gentamicina (10 pg), amikacina (30 pg) e sulfametoxazol / trimetoprim (25 pg). Apos
16-18 horas de incubacdo a 37°C, o diametro dos halos de inibicdo para cada
antimicrobiano foi medido. Como controle foi usada a linhagem de Escherichia coli

JM109, sensivel a maioria dos antibiéticos testados.

3.2.3. Teste fenotipico para Deteccdo de ESBL

A producéo de ESBL foi avaliada pelo Teste de Sinergia de Disco Duplo (DDST)
com amoxicilina / acido clavulanico (20 pg / 10 ug), ceftazidima (30 pg) e cefotaxima
(30 pg) (Oxoid) mantendo uma distancia de 20 mm entre os discos. O teste foi
considerado positivo quando houve a formagao de uma zona conhecida como “cortiga
de champanhe” ou “buraco da fechadura”, pela extensao da borda da zona de inibicdo
da cefalosporina testada em direcdo ao disco contendo acido clavulanico (Jarlier et
al., 1988; Drieux et al., 2008).

3.2.4. Teste fenotipico para Deteccdo de Carbapenemases

A producdo de carbapenemases foi avaliada conforme a Nota Técnica da
ANVISA No. 01/ 2013. Para realizar o teste foram usados discos de imipenem e
meropenem sem inibidores e discos com os inibidores EDTA 0.1 M, Acido
fenilborénico (AFB) 40 mg / ml e Cloxacilina (CLOXA) 75 mg / ml. Para preparar os
discos com os bloqueadores enzimaticos, 10 pl da solucdo de EDTA, AFB e CLOXA
foram colocados separadamente nos discos de imipenem e meropenem. Apés
evaporacao do excesso de umidade, os discos foram colocados nas placas de petri e
foram incubadas por 18 horas a 37°C. Os resultados foram interpretados de acordo a
Nota Técnica da ANVISA No. 01/ 2013, onde isolados com diferenca de diametro = 5
mm para os discos com EDTA em relagdo aos discos sem o inibidor, foram
considerados potenciais produtores de metalo-betalactamases. Além disso, isolados
com diferenga de didmetro = 5 mm para os discos com AFB foram considerados
possiveis produtores de KPC e isolados com diferenca de didmetro = 5 mm para os
discos com AFB e CLOXA foram considerados produtores de AmpC plasmidial e
deficientes em porinas. Os isolados com diferenca de diametro de halo de inibigdo <
5 mm com AFB, CLOXA e EDTA, podem ser mutantes deficientes em porinas ou
produtores de OXA-48.
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3.2.5. Detecgéao de genes de resisténcia por PCR

A deteccéo por PCR dos genes de resisténcia blanom € blasnv nas linhagens de
Klebsiella spp. foi realizada conforme descrito anteriormente (Maina et al., 2017;
Nordmann et al., 2011; Poirel et al., 2011; Sabaté et al., 2002), usando os pares de
primers especificos descritos na Tabela 1. Para visualizar os genes, eletroforese em

gel de agarose 1% foi realizada conforme descrito por Sambrook e Russell (2001).

A extracdo de plasmideos das linhagens de Klebsiella spp. foi realizada
utilizando o kit de extracédo de plasmideos QIAprep® Spin Miniprep Kit de acordo com
as instrucdes fornecidas pelo fabricante (QIAGEN, Hilden, Germany) para recuperar
plasmideos grandes de baixo niumero de copias. Apds fazer a quantificacdo do DNA
plasmidial no Nanodrop NP80 (Implen), uma PCR foi realizada seguindo Sambrook e
Russell (2001) e os resultados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
(0,7%).

Tabela 1. Primers utilizados neste estudo para a deteccéo de genes de resisténcia.

Nome do Primer Sequéncia (5 - 3’) bps Referéncia
NDM-f
GGTTTGGCGATCTGGTTTTC Maina et. al., 2017.
621 Nordmann et al., 2011.
NDM-r CGGAATGGCTCATCACGATC Poirel et al., 2011.
SHV-f CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC
1016 Maina et. al., 2017.

Sabaté et. al., 2002.
SHV-r TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA

3.3. Isolamento e purificacdo de OMVs

A producéo e purificagdo de OMVs foram realizadas conforme descrito por
Chutkan et al. (2013). Resumidamente, as cepas bacterianas foram cultivadas em 100
ml de meio LB, inoculado com 200-300 pl de uma cultura noturna. As OMVs foram
coletadas a partir de culturas em fase estacionaria, apos 20 horas de incubacéo a

37°C e a 150 rpm. ApGs o crescimento, as células foram precipitadas por centrifugacao
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(6.000 rpm, 4°C, 1 hora e 30 minutos) e o sobrenadante da cultura foi filtrado em
membranas de 0,22 pum usando um sistema de filtracdo a vacuo (Millipore). Em
seguida, o sobrenadante foi concentrado por ultrafiltracdo em filtros Amicon (Merck)
com membrana para dialise de 100 kDa (Millipore), submetido a filtracdo com filtros
de 0, 22 pum e ultracentrifugacé&o (60.000 rpm, 4°C, 1 hora e 30 minutos), usando uma
ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90K com rotor 90Ti. O sedimento foi
suspenso em 500 pl de PBS 1X (Sambrook e Rusell, 2001). As OMVs foram
guantificadas e o diametro médio foi calculado por analises em NanoSight NS300
(Malvern). As solugbes de OMVs foram verificadas quanto a esterilidade em placas
de Petri com meio LB Agar e armazenadas a -80°C até o uso. Este experimento foi
realizado nas Instalacbes da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Séao Paulo, com a orientacdo do Prof. Dr. Fausto Bruno dos Reis
Almeida e nas Instala¢des do Laboratorio de Biomembranas do Instituto de Biologia
da Universidade Estadual de Campinas.

A concentragdo proteica nas OMVs purificadas foi estimada pelo teste de
Bradford (Bradford, 1976) utilizando solu¢des com diferentes concentragbes da
proteina BSA como padréo e solucdes das OMVs isoladas e purificadas das linhagens

de Klebsiella spp.

A deteccdo dos genes de resisténcia blanom e blasiv nas OMVs produzidas
pelas linhagens de Klebsiella spp foi realizada por PCR usando os primers especificos
da Tabela 1. As solucbes de OMVs foram previamente submetidas ao tratamento
descrito por Bhar et al. (2021), Chatterjee et al. (2017), Rumbo et al. (2011) e Yaron
et al. (2000). As amostras de OMVs foram tratadas com 2 U de DNase | (Thermo
Scientific) por 30 minutos a 37°C para hidrolisar o DNA associado a superficie das
vesiculas e o DNA livre na suspensdo. A DNase foi desnaturada por tratamento
térmico durante10 minutos a 65°C. As OMVs tratadas, foram lisadas com solucdo de
Triton X-100 0,125% por 30 minutos a 37°C e purificadas com o kit de limpeza Wizard
® SV Gel and PCR Clean-Up System, de acordo com as instru¢cdes do fabricante
(Promega). Em seguida, o DNA das OMVs foi quantificado no Nanodrop NP80
(Implen), utilizado para realizar PCR e visualizado em uma eletroforese em gel de
agarose 1%. Amostras de OMVs sem tratamento com DNase foram também utilizadas
para realizar a detec¢éo dos genes de resisténcia por PCR.
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3.4. Caracterizagcdo de OMVs por Microscopia Eletronica

Esta analise foi realizada conforme descrito anteriormente (Martora et al., 2019;
You et al.,2018; Chatterjee et al., 2017; Yaron et al., 2000). Das suspensdes de OMVSs,
20 ul foram transferidos para redes de cobre revestidas com formvar e carbono (300
mesh) e tratadas com 100 pl de Acetato de Uranila 2% por 3 minutos. As amostras
foram analisadas e fotografadas com o microscopio eletrénico de transmissdo LEO
906, Carl Zeiss operado com uma tenséo de 60 kV, camera CCD Morada e software
de captura de imagens ITEM. Este experimento foi realizado nas Instalacdes de
Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas.

3.5. Transferéncia de carbapenamase e ESBL de OMVs para cepas bacterianas
de laboratorio

A transferéncia dos genes codificadores de carbapenamase (blanom-1) € ESBL
(blasHv-18) das OMVs para E. coli IM109 e K. pneumoniae ATCC 13883 foi realizada
conforme descrito na literatura, usando protocolo adaptado de outras espécies
bacterianas (Chatterjee et al., 2017; Rumbo et al., 2011; Yaron et al., 2000). As cepas
JM109 e ATCC 13883 foram cultivadas em 3 ml de meio LB até a densidade 6ptica
de 0,6 (A600 nm). As células foram submetidas a centrifugacéo (10.000 x g, 5 minutos)
e ressuspensas em 1 ml de meio LB previamente gelado a uma concentragéo de 10’
ufc / ml. As suspensdes celulares (60 pl) foram misturadas com diferentes quantidades
de OMVs purificadas (contendo 1, 5, 10 e 20 ug de proteina) obtidas de K. pneumoniae
ATCC BAA-2146. Essas suspensdes foram incubadas por 4 horas a 37°C e depois
por mais 4 horas a 37°C com agitacdo (150 rpm). A cada suspensao foram entao
adicionados 10 ml de meio LB e foram incubadas por 20 horas a 37°C com agitacao
(200 rpm). As suspensdes foram submetidas a centrifugacao (10.000 x g, 5 minutos)
e os sedimentos foram ressuspensos em 500 ul de meio LB. Uma aliquota de 100
de cada suspenséo foi diluida (diluicdo seriada) e semeada em LB Agar com 25 ug /
ml de Imipenem para sele¢éo de transformantes. Os experimentos foram também
realizados com meio SOC e Caldo Mueller-Hinton para avaliar a possivel influéncia
do meio nos experimentos de transferéncia dos genes. Além disso, algumas
alteracdes no tempo de incubacdo das suspensdes celulares com as OMVs foram
realizadas, com uma primeira incubacéo por 1 hora a 37°C e uma segunda incubacao

por 2 horas a 37°C com agitacao (150 rpm), conforme descrito por Yaron et al. (2000).
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Para garantir que a transferéncia dos genes foi mediada pelas OMVs, alguns
experimentos de transformacao foram realizados com OMVs previamente tratadas
com 50 pg / ml de Proteinase K por 1 hora a 37°C e com 2 U de DNase | por 1 hora a

37°C. A DNase foi desnaturada por tratamento térmico a 65°C por 10 minutos.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Caracterizacédo das cepas de K. pneumoniae e K. quasipneumoniae
4.1.1. Curvas de crescimento in vitro
As curvas de crescimento exibidas na Figura 1 mostram que as linhagens
avaliadas de Klebsiella spp e E. coli ttm comportamento similar quanto ao tempo de
geracdo e atingem o final da fase exponencial apés 8 horas de incubacgéo, o que
equivale a aproximadamente 1 x 10° ufc / ml. No entanto, a curva de K. pneumoniae
ATCC BAA-2146 mostra que esta cepa apresenta um crescimento um pouco mais

lento durante as primeiras 2 horas em relacao as outras linhagens.

e~ ATCC BAA 2146
= ATCC 700603
8 -+ ATCC 13883
- IM109

4

UFC/ml (Logqg)
»

2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 2
Tempo (horas)

Figura 1. Curvas de crescimento das linhagens de K. pneumoniae (ATCC BAA-2146,
ATCC 13883), K. quasipneumoniae (ATCC 700603) e de E. coli (JM109). O
experimento foi realizado em triplicata e o0s resultados apresentados sao

representativos dos 3 experimentos.

4.1.2. Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos

A Tabela 2 apresenta os resultados dos perfis de resisténcia das linhagens
avaliadas, confirmando a resisténcia de K. pneumoniae ATCC BAA-2146 a todos os
antimicrobianos testados, incluindo os carbapenémicos (Ertapenem, Imipenem e
Meropenem), que sdo um dos ultimos recursos terapéuticos no tratamento de doencas

e infeccbes causadas por bactérias gram-negativas multirresistentes (Effah et al.,

2020).
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Os dados obtidos mostram que K. quasipneumoniae ATCC 700603 é resistente

a alguns antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos como a amoxicilina e as

cefalosporinas tais como cefotaxima, cefoxitina e ceftazidima. Além disso, € resistente

a classe das fluoroquinolonas e alguns antibiéticos da classe dos aminoglicosideos

como a gentamicina e amikacina. No entanto, essa linhagem é suscetivel aos

carbapenémicos testados.

Tabela 2. Perfil de Resistencia a Antimicrobianos das linhagens avaliadas de

Klebsiella spp e E. coli, realizado pelo Método de disco-difusdo conforme o CLSI

(2020).

Antbiétco Anibictico L)\ roosos  naees M09
B-Lactamico Amoxicilina R R R I
B-Lactamico Cefotaxima R R S S
B-Lactamico Cefoxitina R R S S
B-Lactamico Ceftazidima R R S S
B-Lactamico Ertapenem R S S S
B-Lactamico Imipenem R S S S
B-Lactamico Meropenem R S S S
Fluoroquinolona Ciprofloxacina R R I S
Fluoroquinolona Enrofloxacina R R S R
Aminoglicosideo Estreptomicina R I S I
Aminoglicosideo Gentamicina R R S S
Aminoglicosideo Amikacina R R R R
Antagonistas do

Folato Sulfa+Trim R I S S
Tetraciclina Tetraciclina R I S S

Legenda: S - Sensivel, | - Intermediario, R — Resistente, Sulfa+Trim — Sulfametoxazol + Trimetoprima.
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K. pneumoniae ATCC 13883 foi suscetivel a maioria dos antibiéticos testados
da classe dos beta-lactamicos como cefalosporinas e carbapenémicos, a
enrofloxacina da classe das fluoroquinolonas, a estreptomicina e gentamicina da
classe dos aminoglicosideos, aos inibidores de via de utilizacdo do folato como

Sulfametoxazol + Trimetoprima, e a tetraciclina.

A linhagem JM109 de E. coli usada como controle neste experimento, mostrou
suscetibilidade as cefalosporinas e carbapenémicos da classe dos beta-lactamicos, a
gentamicina da classe dos aminoglicosideos, ao Sulfametoxazol + Trimetoprima e a
tetraciclina. Os dados mostram que essa linhagem é resistente apenas a enrofloxacina

e a amikacina.

Na Figura 2 sdo apresentados o0s resultados de suscetibilidade a
antimicrobianos pelo Método de disco-difusédo para as linhagens de K. pneumoniae.
O painel A mostra a auséncia de halos de inibicdo ou halos menores, indicando a
resisténcia da linhagem ATCC BAA-2146 aos antibiéticos testados. O painel B mostra
a formacéo de halos de inibicdo maiores no centro da placa, considerados halos
indicativos de suscetibilidade da linhagem ATCC 70603 para os antibiéticos
carbapenémicos Imipenem, Ertapenem e Meropenem. Enquanto os painéis C e D
mostram a formacdo de halos de inibicdo maiores em toda a placa indicando
suscetibilidade das linhagens ATCC 13883 e JM 109, respetivamente para a maioria

dos antibiéticos testados.
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Figura 2. Placas de Petri com meio Mueller-Hinton inoculadas com culturas das
linhagens de K. pneumoniae ATCC BAA-2146 (A), K. quasipneumoniae ATCC 700603
(B), K. pneumoniae ATCC 13883 (C) e E. coli IM109 (D) para determinacéo dos perfis

de resisténcia a antimicrobianos pelo Método de disco-difusao.

4.1.3. Teste fenotipico para Deteccdo de ESBL

Dos resultados obtidos no perfil de resisténcia, as linhagens de K. pneumoniae
ATCC BAA-2146 e K. quasipneumoniae ATCC 700603 foram resistentes as
cefalosporinas e, portanto, foram testadas para producdo de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL). As linhagens de K. pneumoniae ATCC 13883 e E. coli

JM109 foram usadas como controle negativo no teste.

Como esperado, K. quasipneumoniae ATCC 700603 foi positiva para o teste
porque esta linhagem é considerada como controle de qualidade para a producéo de
beta-lactamases de espectro estendido, conforme o CLSI (2020). Na Figura 3A se
observa o perfil fenotipico caracteristico pela formacéo de uma extensédo da borda do
halo de inibigdo das cefalosporinas testadas (cefotaxima e ceftazidima) em direcéo ao
disco de amoxicilina / clavulanato, resultando em uma zona conhecida como “cortica
de champanhe” ou “buraco da fechadura”, segundo os trabalhos de Drieux et al.
(2008) e Jarlier et al. (1988).

Embora a linhagem ATCC BAA-2146 fosse resistente as cefalosporinas, nao
apresentou o fendétipo caracteristico da producéo de ESBL porque nao foi observada
sinergia entre os discos, nem a formacé&o de halos de inibicdo (Figura 3B). No entanto,

esse resultado ndo pode ser considerado negativo porque segundo Munoz-Price et al.
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(2013), as linhagens produtoras de carbapenemases geralmente ndo mostram fortes

sinergias entre cefalosporina e clavulanato, tipicas das linhagens produtoras de ESBL.

Ainda na Figura 3, nos painéis C e D se observam os resultados para as
linhagens controles negativos no teste de ESBL. K. pneumoniae ATCC 13883 e E. coli
JM109 mostraram a formacéo de halos de inibicdo ao redor dos discos de antibidticos,
mas nenhuma apresentou o fendtipo caracteristico para producdo de ESBL, como

esperado.

Figura 3. Placas de Petri com meio Mueller-Hinton inoculadas com as linhagens K.
quasipneumoniae ATCC 700603 (A), K. pneumoniae ATCC BAA-2146 (B), K.
pneumoniae ATCC 13883 (C) e E. coli IM109 (D) para o teste fenotipico de producgéo
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de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Em destaque no painel A a zona
caracteristica formada pelo efeito sinérgico dos antimicrobianos. Notar que a linhagem
ATCC BAA-2146 foi resistente, enquanto as linhagens ATCC 13883 e E. coli IM109

foram suscetiveis.

4.1.4. Teste fenotipico para Deteccdo de Carbapenemases

Dentre as linhagens avaliadas, apenas K. pneumoniae ATCC BAA-2146 foi
resistente aos carbapenémicos e, portanto, foi testada para producdo de
carbapenemases. No entanto, as outras linhagens foram usadas como controles

negativos para o teste.

Como esperado, K. pneumoniae ATCC BAA-2146 foi positiva para o teste
porque € uma linhagem referéncia para carbapenemase New Delhi metallo-beta-
lactamase (NDM-1). No experimento, ela apresentou um halo de inibicdo de 10 mm
para o imipenem, mas quando adicionado ao disco o inibidor EDTA, o halo observado
foi de 24 mm. Além disso, para o disco de Meropenem foi formado um halo de inibicdo
de 8 mm, mas quando adicionado EDTA, o halo aumentou para 21 mm (Figura 4A).
Os resultados mostram uma diferenca de didmetro = 5mm para o carbapenémico com
EDTA em relagéo ao carbapenémico sem o inibidor, confirmando que essa linhagem
€ produtora de metallo-beta-lactamase (MBL), de acordo com a Nota Técnica da
ANVISA No. 01/ 2013. A linhagem foi testada também para producdo de
carbapenemases de tipo KPC com e sem o inibidor Acido fenilborénico (AFB) e para
carbapenemases de tipo AmpC com e sem o inibidor Cloxacilina (CLOXA), mas o0s

resultados foram negativos.

As outras linhagens testadas foram negativas para producdo de
carbapenemases de tipo MBL, KPC e AmpC, porque os halos de inibicdo com e sem
os inibidores ndo tiveram uma diferenca de diametro = 5mm, como se observa na
Figura 4B para K. quasipneumoniae ATCC 700603 e para K. pneumoniae ATCC
13883 (Figura 4C), uma linhagem suscetivel aos carbapenémicos segundo o trabalho
de Findlay et al. (2012).
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Figura 4. Placas de Petri com meio Mueller-Hinton inoculadas com amostras das
linhagens de K. pneumoniae ATCC BAA-2146 (A), K. quasipneumoniae ATCC 700603
(B) e K. pneumoniae ATCC 13883 (C) para o teste fenotipico de producdo de
carbapenemases. Em destaque no painel A as setas indicam os halos de inibicao
maiores formados ao redor dos discos de Imipenem e Meropenem quando adicionado

o inibidor EDTA, indicando produc¢&o de metallo-beta-lactamase (MBL).
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4.1.5. Deteccao de genes de resisténcia por PCR

A deteccgéo dos genes de resisténcia blanom e blasnv nas linhagens de Klebsiella
spp foi realizada por PCR usando os primers descritos na Tabela 1. Na Figura 5 se
observa o perfil eletroforético da amplificacdo dos genes, confirmando a presenca de
blanom em K. pneumoniae ATCC BAA-2146 com uma banda equivalente a 621 bp e a
presenca de blasiv em K. pneumoniae ATCC BAA-2146, K. quasipneumoniae ATCC
700603 e K. pneumoniae ATCC 13883, com uma banda equivalente a 1016 bp.

1000 bp

500 bp

Figura 5. Gel de agarose 1% demostrando o perfil de amplificacdo dos genes de
resisténcia blanom € blasnv nas linhagens de K. pneumoniae ATCC BAA-2146, K.
guasipneumoniae ATCC 700603 e K. pneumoniae ATCC 13883. 1. Marcador
molecular 1kb Ladder, Ready-To-Use (Sinapse, inc.); 2. Detec¢édo do gene blanom ha
linhagem ATCC BAA-2146; 3. Detecc¢do do gene blasnv na linhagem ATCC BAA-2146;
4. Auséncia do gene blanom na linhagem ATCC 700603, 5. Detecgdo do gene blasnhv
na linhagem ATCC 700603; 6. Auséncia do gene blanom na linhagem ATCC 13883; 7.
Deteccao do gene blasnv na linhagem ATCC 13883; 8. Controle negativo (mix de PCR
com primers para NDM e sem bactéria); 9. Controle negativo (mix de PCR com primers
para SHV e sem bactéria).



39

A extracdo dos plasmideos das linhagens K. pneumoniae ATCC BAA-2146, K.
quasipneumoniae ATCC 700603 e K. pneumoniae ATCC 13883 foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose, pela presenca de perfil eletroforético compativel com
os plasmideos presentes nessas linhagens (Hudson et al., 2014; Rasheed et al., 2000)
(Dados ndo mostrados). Apos a extragdo dos plasmideos, foi realizada PCR para a
deteccdo dos genes de resisténcia de interesse que foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 0,7%. Na figura 6 se observa a amplificacdo dos genes
blanom e blasiv no DNA plasmidial da linhagem K. pneumoniae ATCC BAA-2146 e o
gene blassv no DNA plasmidial das linhagens K. quasipneumoniae ATCC 700603 e K.
pneumoniae ATCC 13883.

1000 bp

500 bp

Figura 6. Gel de agarose 0,7% demostrando a amplificacdo dos genes de resisténcia
blanom € blasiv nos plasmideos extraidos das linhagens de K. pneumoniae ATCC
BAA-2146, K. quasipneumoniae ATCC 700603 e K. pneumoniae ATCC 13883. 1.
Marcador molecular 1kb Ladder, Ready-To-Use (Sinapse, inc.); 2. Detec¢do do gene
blanom no DNA plasmidial da linhagem ATCC BAA-2146; 3. Detecgéo do gene blasHv
no DNA plasmidial da linhagem ATCC BAA-2146; 4. Auséncia do gene blanomno DNA
plasmidial da linhagem ATCC 700603, 5. Deteccao do gene blasiv no DNA plasmidial
da linhagem ATCC 700603; 6. Auséncia do gene blanom no DNA plasmidial da
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linhagem ATCC 13883; 7. Deteccao do gene blasiv no DNA plasmidial da linhagem
ATCC 13883; 8. Controle negativo (mix de PCR com primers para NDM e sem DNA
plasmidial); 9. Controle negativo (mix de PCR com primers para SHV e sem DNA

plasmidial).

4.2. Isolamento e Purificacdo de OMVs

4.2.1. Quantificacao e calculo do diametro das OMVs

A auséncia de contaminacao por bactérias nas preparacdes das OMVs isoladas
das linhagens de Klebsiella spp foi confirmada, uma vez que ndao houve crescimento
de bactérias nas placas com meio LB Agar. As OMVs foram observadas pelo
analisador NanoSight NS300 (Malvern), como particulas esféricas, brancas e

brilhantes com diferentes diametros (Figura 7).

A B

Figura 7. Vesiculas da membrana externa (OMVs) isoladas das linhagens de
Klebsiella spp. OMVs de K. pneumoniae ATCC BAA-2146 (A), OMVs de K.
guasipneumoniae ATCC 700603 (B), OMVs de K. pneumoniae ATCC 13883 (C). As
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vesiculas sdo observadas como particulas brancas e brilhantes. Imagens obtidas com
0 uso do NanoSight NS300 (Malvern).

A Figura 8 mostra as concentracdes e diametros das OMVs isoladas de K.
pneumoniae e K. quasipneumoniae. As vesiculas das trés linhagens apresentaram
diametros entre 30 nm e 500 nm. A linhagem ATCC BAA-2146 apresentou uma
concentragdo de 1,13 x 10*? vesiculas / ml com um diametro médio de 175,1 nm, onde
o diametro mais frequente foi de 115,2 nm. A ATCC 700603 teve uma concentragéo
de 1,36 x 10%? vesiculas / ml com um didametro médio de 152,6 nm e didametro mais
frequente de 95,7 nm. A ATCC 13883 apresentou uma concentracédo de 8,37 x 10!
vesiculas / ml com um diametro médio de 160,4 nm e didmetro mais frequente de
100,0 nm. Segundo os dados obtidos, os diametros mais frequentes das OMVs das
linhagens avaliadas variaram entre 95,7 nm e 115,2 nm. Além disso, a linhagem ATCC
BAA-2146 apresentou as vesiculas com o maior diametro médio e a ATCC 700603

teve as vesiculas com o menor diametro médio.
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Figura 8. Concentracdo e diametro médio das OMVs isoladas das linhagens de
Klebsiella spp. Os picos mais altos dos gréaficos indicam o diametro mais frequente
das vesiculas. OMVs de ATCC BAA-2146 com diametro mais frequente de 115,2 nm
(A), OMVs de ATCC 700603 com diametro mais frequente de 95,7 nm (B) e OMVs de
ATCC 13883 com diametro mais frequente de 100,0 nm (C).

De acordo ao trabalho de Lee et al. (2012), as OMVs isoladas da linhagem
ATCC 13883 apresentaram diametros entre 20 nm e 200 nm, onde a maioria das
vesiculas tinham didmetros de 20 nm a 30 nm. You et al. (2018) obtiveram vesiculas
dessa linhagem com diametros entre 30 nm e 100 nm onde a maioria tinha diametros
de 40 nm e 60 nm. No entanto, nosso trabalho relata vesiculas com diametros entre
30 nm e 500 nm onde a maioria tem diametro de 100,0 nm. A diferenca entre os dados
obtidos provavelmente tem a ver com a fase de crescimento em que as vesiculas
foram isoladas, conforme discutido por Klimentova e Stulik (2015) que propdem que
0 processo de vesiculagédo é influenciado pela fase de crescimento. Além disso, a
diferenca nos dados obtidos provavelmente tem relacdo com o método utilizado para
calcular o diametro das vesiculas pois Lee et al. (2012) e You et al. (2018) usaram o
TEM e em nosso estudo foi usado o NTA. Como discutido por Gandham et al. (2020)
e Bachurski et al. (2019) as preparacdoes de TEM causam desidratagcdo e
encolhimento das vesiculas e portanto, ndo pode ser considerado uma referéncia para
avaliar o tamanho real das OMVs. Em contrapartida, o NTA usado neste estudo, é
considerado um dos meéetodos mais precisos para calcular o tamanho das OMVs
guando comparado com outras técnicas (Bachurski et al., 2019; Théry et al., 2018;
Shao et al., 2018).
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4.2.2. Quantificacdo do conteudo de proteinas das OMVs

O teste de Bradford foi realizado usando solu¢des com diferentes concentracdes
de BSA (albumina bovina sérica) e suspensdes de OMVs produzidas pelas linhagens
de Klebsiella spp. Na Figura 9 se observa a cor das amostras pela formacéo de um
complexo entre o azul brilhante de coomassie do reagente de Bradford e as proteinas
em solucéo. As solugdes da BSA (pocos 2-7) mostram uma mudanca da cor de acordo
a concentracdo de proteina, onde a menor concentracdo esta no pogco 2 e a maior
concentracdo no poc¢o 7. As solucdes de OMVs (pocos 8-10) apresentaram uma cor
semelhante aos primeiros pocos da BSA, indicando que possivelmente as OMVs tém

uma baixa concentracdo de proteinas.

Figura 9. Quantificacdo de proteinas pelo Método de Bradford usando diferentes
concentracbes da proteina padrdo BSA (pocos 2-7) e solugcbes das OMVs das
linhagens de Klebsiella spp (pocos 8-10). 1. Branco (agua); 2. BSA 0,06 mg / ml; 3.
BSA 0,125 mg/ ml; 4. BSA 0,25 mg/ ml; 5. BSA0,5mg/ ml; 6. BSA1mg/ml; 7. BSA
2 mg / ml; 8. OMVs de ATCC BAA-2146; 9. OMVs de ATCC 700603; 10. OMVs de
ATCC 13883.

Apos fazer a leitura da absorbancia de todas as amostras, foi obtida a curva
padrao da proteina BSA (Figura 10) e, portanto, a concentracdo de proteinas para
cada amostra de OMVs. As OMVs da linhagem ATCC BAA-2146 apresentaram uma
concentracdo de proteinas de 0,27 mg / ml, as OMVs de ATCC 700603 uma
concentracdo de proteinas de 0,10 mg / ml e as OMVs de ATCC 13883 tiveram a

maior concentracdo de proteinas com 0,30 mg / ml (Tabela 3).



44

16
y=0,9781x+ 0,4632

1.4
R2 = 0,9502

12

0,8
0,6

Absorbancia

0,4
0,2

0 02 04 06 08 1 1,2
Concentracgao de proteina (mg / ml)
Figura 10. Curva padrédo da proteina BSA que mostra a relacdo entre a absorbancia

e a concentracdo de proteina. Com os dados das absorbancias das amostras de

OMVs, foram obtidas as concentracfes de proteinas.

Tabela 3. Absorbancia e concentracdo de proteinas das amostras de OMVs

produzidas pelas linhagens de Klebsiella spp, de acordo a curva padrdao da BSA.

Amostra Absorbéancia Concentracdo de proteinas (mg / ml)
OMVs de ATCC BAA-2146 0,728 0,27
OMVs de ATCC 700603 0,563 0,10
OMVs de ATCC 13883 0,757 0,30

4.2.3. Deteccdo de genes de resisténcia nas OMVs

A deteccéo dos genes de resisténcia blanom e blasiy nas OMVs produzidas pelas
linhagens de K. pneumoniae e K. quasipneumoniae, foi realizada por PCR, conforme
apresentado anteriormente, usando os primers descritos na Tabela 1. Na Figura 11
observa-se o perfil eletroforético da amplificacdo dos genes de interesse nas OMVs
sem tratamento com DNase |, confirmando a presenca do gene blanom apenas nas
vesiculas de ATCC BAA-2146, com uma banda equivalente a 621 bp. O gene blasnv
foi detectado nas vesiculas de ATCC 700603, ATCC 13883 e ATCC BAA-2146 com

uma banda equivalente a 1016 bp, embora o teste fenotipico para detec¢éo de beta-
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lactamases de espectro estendido (ESBL) foi negativo para as linhagens ATCC BAA-
2146 e ATCC 13883.

1000 bp

500 bp

Figura 11. Gel de agarose 1% demostrando o perfil de amplificacdo dos genes de
resisténcia blanom e blasnv nas OMVs produzidas pelas linhagens de K. pneumoniae
e K. quasipneumoniae, sem tratamento com DNase I. 1. Marcador molecular 1kb
Ladder, Ready-To-Use (Sinapse, inc.); 2. Deteccdo do gene blanom nas OMVs de
ATCC BAA-2146; 3. Deteccdo do gene blashv nas OMVs de ATCC 700603; 4.
Auséncia do gene blanom nas OMVs de ATCC 13883; 5. Detecgéo do gene blasnv nas
OMVs de ATCC 13883; 6. Deteccdo do gene blasnv nas OMVs de ATCC BAA-2146;
7. Auséncia do gene blanom nas OMVs de ATCC 700603; 8. Controle negativo (mix de
PCR com primers para NDM e sem OMVs); 9. Controle negativo (mix de PCR com

primers para SHV e sem OMVSs).

Amostras de OMVs tratadas com DNase | e Triton X-100 foram usadas para
fazer a deteccdo dos genes de resisténcia blanom e blaskiv por PCR. Na Figura 12 se
observa o perfil eletroforético da amplificacdo dos genes nas vesiculas tratadas
confirmando a presenca do gene blasnv nas OMVs das linhagens ATCC BAA-2146,
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ATCC 700603 e ATCC 13883. No entanto, o gene blanom ndo foi detectado nas

vesiculas de nenhuma das linhagens avaliadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Figura 12. Gel de agarose 1% demostrando o perfil de amplificacdo dos genes de
resisténcia blanom € blasnv nas OMVs produzidas pelas linhagens de K. pneumoniae
e K. quasipneumoniae. As OMVs foram tratadas com DNase | e Triton X-100. 1.
Marcador molecular 1kb Ladder, Ready-To-Use (Sinapse, inc.); 2. Auséncia do gene
blanom nas OMVs de ATCC BAA-2146; 3. Detecgcdo do gene blasiv nas OMVs de
ATCC BAA-2146; 4. Auséncia do gene blanom nas OMVs de ATCC 700603; 5.
Deteccdo do gene blasnv has OMVs de ATCC 700603; 6. Auséncia do gene blanom
nas OMVs de ATCC 13883; 7. Detecc¢ao do gene blaskv nas OMVs de ATCC 13883,
8. Controle negativo (mix de PCR com primers para NDM e sem OMVSs); 9. Controle
negativo (mix de PCR com primers para SHV e sem OMVSs); 10. Controle positivo
(gene blanom na linhagem ATCC BAA-2146); 11. Controle positivo (gene blaskv na
linhagem ATCC BAA-2146); 12. Controle positivo (gene blasnv na linhagem ATCC
700603); 13. Controle positivo (gene blasnv na linhagem ATCC 13883).

Como discutido no trabalho de Munoz-Price et al. (2013), as linhagens
produtoras de carbapenemases como ATCC BAA-2146, geralmente ndo apresentam

o fendtipo caracteristico das linhagens positivas para ESBL. Além disso, Hudson et al.
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(2014) descreveram o repertorio de genes de resisténcia a antibidticos dessa
linhagem, confirmando a presenca de um gene para beta-lactamase de tipo SHV no
plasmideo pKpn2146b, considerado como o plasmideo mais rico em determinantes

de resisténcia.

Que seja de nosso conhecimento, ainda nao existem trabalhos sobre vesiculas
produzidas por essa linhagem e por tanto, nosso trabalho é o primeiro em descrever
as OMVs da K. pneumoniae ATCC BAA-2146 e confirmar a presenca do gene blasnv

nessas OMVSs.

Fuursted et al. (2012) detectaram a presenca do gene blasnv na linhagem de
K. pneumoniae ATCC 13883 através de PCR, concordando com os dados obtidos em
nosso trabalho. Apesar dos estudos realizados sobre as OMVs isoladas dessa
linhagem (You et al., 2019; You et al., 2018; Lee et al., 2012), o gene ainda néo foi

relatado nas vesiculas.

Ainda que as vesiculas isoladas das trés linhagens de Klebsiella spp contém o
gene blasnv, cada linhagem apresenta um tipo diferente de beta-lactamases do tipo
SHV, como demostrado por Rasheed et al. (2000) para ATCC 700603 com a enzima
SHV-18, Fuursted et al. (2012) para ATCC 13883 com SHV-1 e Hudson et al. (2014)
para ATCC BAA-2146 com SHV-11.

Estudos sobre vesiculas de membrana externa produzidas por bactérias Gram
negativas patogénicas, propdem que a maior parte do DNA associado as OMVs pode
ser removido usando tratamento com DNase, sugerindo que o DNA esta localizado
principalmente na superficie externa das vesiculas e apenas uma baixa concentragéo
desse material pode ser encontrada em seu interior (Bitto et al. 2017). Em
consequéncia, os resultados obtidos na deteccdo do gene blanom nas OMVs de K.
pneumoniae ATCC BAA-2146 submetidas ao tratamento com DNase | (Figura 11) e
sem tratamento (Figura 12), podem sugerir que 0 gene provavelmente pode estar
associado a superficie das OMVs uma vez que nao foi detectado ap0s o tratamento
com DNase e, por tanto o gene foi possivelmente degradado.

4.3. Caracterizacdo de OMVs por Microscopia Eletrénica
As preparacdes de OMVs das linhagens de Klebsiella spp foram transferidas

para as redes de cobre revestidas com formvar e carbono e ap0s tratadas com o



48

Acetato de Uranila 2%, foram analisadas por microscopio eletrénico de transmissao.
No entanto, as imagens obtidas indicaram uma possivel degradacdo das vesiculas,
provavelmente devido ao longo tempo de armazenamento. Estudos sobre a
estabilidade das vesiculas durante o armazenamento em diferentes condicoes,
demostraram que -80°C € a melhor temperatura para preservar suas propriedades
fisicas e funcionais (Gandham et al., 2020; Jeyaram e Jay, 2017; Kusuma et al., 2018;
Lérincz et al., 2014; Witwer et al., 2013). Porém, o armazenamento de longo prazo
pode causar perda da funcionalidade, aumento no tamanho e reducdo na concentracao
das vesiculas, possivelmente devido a agregacao ou desintegracdo das mesmas, 0
que tende a aumentar com o tempo de armazenamento (Cheng et al., 2019; Schulz et
al., 2018; Park et al., 2018; Maroto et al., 2017; Lorincz et al., 2014; Arigita et al., 2004).
Assim, alguns estudos propdem manter as vesiculas a -80°C preferencialmente nao
mais que 7 dias, embora recomendem o uso de preparacoes frescas de vesiculas para

andlise funcional (Schulz et al., 2018; Lorincz et al., 2014).

Preparacdes frescas de OMVs das linhagens de K. pneumoniae ATCC BAA-
2146, K. quasipneumoniae ATCC 700603 e K. pneumoniae ATCC 13883 foram
transferidas para as redes de cobre, tratadas com o Acetato de Uranila 2% e
observadas no microscopio eletrénico. As imagens obtidas revelaram que as linhagens
de Klebsiella spp. produzem vesiculas esféricas de membrana dupla com tamanhos
menores que 200 nm, durante a fase estacionaria do cultivo in vitro (Figura 13),

mostrando relacdo com os diametros calculados para as OMVs usando o NTA.

Que seja de nosso conhecimento, ndo existem estudos sobre as vesiculas
produzidas por K. pneumoniae ATCC BAA-2146 e K. pneumoniae 700603 e, por tanto,

este trabalho é o primeiro em caracterizar as OMVs dessas linhagens.
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Figura 13. Microscopia eletrénica de transmissdao de OMVs produzidas por K.
pneumoniae ATCC BAA-2146 (A), K. quasipneumoniae ATCC 700603 (B) e K.
pneumoniae ATCC 13883 (C). OMVs foram isoladas de culturas in vitro em fase
estacionaria por ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo. Nos painéis B e C as setas indicam

vesiculas esféricas com aparéncia de membrana dupla.

4.4. Transferéncia de carbapenemase e ESBLs de OMVs para as cepas
bacterianas de laboratério

Um total de trés experimentos foram realizados usando OMVs de K.
pneumoniae ATCC BAA-2146 para verificar a possibilidade de transferéncia do gene
blanowm as linhagens K. pneumoniae ATCC 13883 e E. coli IM109, mediada por OMVs.
No primeiro experimento foi usada a linhagem ATCC 13883 como receptora crescida
em meio LB e quatro concentracbes diferentes (1, 5, 10, 20 ug), baseada na
quantificacdo de proteinas de OMVs de ATCC BAA-2146, previamente tratadas com
Proteinase K e DNase I. No segundo experimento, foi usada a linhagem JM109 como
receptora crescida em meio LB e uma concentracdo de 5 pug de OMVs, também
baseada na quantificacdo de proteinas de ATCC BAA-2146, com o tratamento prévio
com Proteinase K e DNase |. No terceiro experimento, foi usada JM109 crescida em
meio LB e uma concentracdo de 10 pg das OMVs de ATCC BAA-2146, sem tratamento
prévio com Proteinase K e DNase |. Nos trés tratamentos, as bactérias receptoras e as
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vesiculas foram submetidas a uma incubacgéo estética por 3 horas a 37°C e uma
incubacdo com agitacdo (150 rpm) por 3 horas a 37°C. Embora os experimentos
fossem realizados sob condi¢Bes diferentes, ndo foi possivel obter recombinantes. E
possivel que a ndo constatacdo de transferéncia seja devido a degradacéo estrutural
das vesiculas ao longo do processo de armazenamento por 45 dias. De fato, Chatterjee
et al. (2017) demostraram que o0 numero maximo de transformantes com OMVs de
Acinetobacter baumannii foi obtido no primeiro dia de armazenamento das vesiculas,
embora tenham conseguido obter alguns transformantes com vesiculas armazenadas
até 15 dias. No entanto, neste trabalho, nenhum transformante foi obtido com vesiculas
armazenadas até 30 dias apds o preparo, indicando que as OMVs bacterianas perdem
algumas propriedades se o armazenamento a -80°C é por um periodo superior a 15
dias. Esses dados sao reforcados pelos resultados de TEM observados por nés. Nao
podemos, no entanto, descartar que genes de resisténcia ndo sao transferidos por

OMVs de K. pneumoniae, ao menos para as linhagens deste estudo.

Para responder a esta pergunta, novos experimentos de transferéncia de genes
foram realizados com preparacdes de vesiculas recentes sem tratamento prévio com
Proteinase K e DNase I. No primeiro experimento, foi usada a linhagem E. coli IM109
como receptora crescida em meio Caldo Mueller-Hinton e uma concentracéo de 10 ug
de OMVs isoladas de K. pneumoniae ATCC BAA-2146. No segundo experimento, foi
usada a mesma linhagem como receptora crescida em meio SOC e a mesma
concentracdo de OMVs de ATCC BAA-2146. No entanto, neste experimento as
condicBes de incubacdo da bactéria com as vesiculas foram alteradas e, portanto, foi
realizada uma incubacao estatica por 1 hora a 37°C seguida de uma incubac¢do com
agitacao (150 rpm) durante 2 horas a 37°C, segundo o trabalho de Yaron et al. (2000).
Ainda que diferentes meios de cultura tenham sido usados para os experimentos de
transformacao e diferentes condi¢cdes de incubagéo das bactérias receptoras com as
vesiculas, ndo foi possivel obter transformantes. Provavelmente, os resultados tém a
ver com o fato que as OMVs da linhagem de K. pneumoniae ATCC BAA-2146
necessitam de algumas condi¢cdes especiais para transferir o gene de resisténcia
blanom para outras cepas bacterianas, o que deve ser avaliado em experimentos

futuros.
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5. Conclusdes

Em concluséo, os resultados obtidos neste trabalho confirmaram o perfil de
resisténcia de cada uma das linhagens de Klebsiella spp. mostrando que K.
pneumoniae ATCC BAA-2146 é resistente a todos os antibidticos testados, incluindo
betalactamicos da classe dos carbapenémicos, por causa da presenca do gene blanom
que produze a carbapenemase NDM-1. Além disso, foi demostrado que a linhagem
K. quasipneumoniae ATCC 700603 € resistente & maioria dos antibi6ticos, incluindo
as cefalosporinas, devido a presenca do gene blasnv, responsavel da producédo da
beta-lactamase de espectro estendido SHV-18. Em contraste, para a linhagem
K.pneumoniae ATCC 13883 sua suscetibilidade a maioria dos antibiéticos avaliados
foi confirmada pois, embora apresente o0 gene blasnv, a beta-lactamase de amplo
espectro produzida (SHV-1) nédo tem a capacidade de hidrolisar antibiéticos como

cefalosporinas e carbapenémicos.

Neste estudo foi demostrado que as trés linhagens de Klebsiella spp. avaliadas
podem produzir vesiculas de membrana externa (OMVs) durante sua fase
estacionaria a partir de culturas in vitro. As analises de NTA demostraram que as
vesiculas podem ter diametros entre 30 nm e 500 nm com predominio de diametros
menores que 200 nm, como confirmado por microscopia eletrénica de transmisséo.
Além disso, nesta fase de crescimento, essas linhagens podem produzir OMVs em
concentracdes desde 8,37 x 10!! vesiculas/ml a 1,36 x 10'? vesiculas/ml, com
aparéncia esférica e de membrana dupla, confirmado por analises NTA e TEM,

respectivamente.

Além de confirmar a presenca dos genes de resisténcia blanom e blastv nas
linhagens de Klebsiella spp., nossos resultados demostraram que as vesiculas de
membrana externa produzidas por ATCC BAA-2146, ATCC 700603 e ATCC 13883
contém o gene blasntv. Em relagdo ao gene blanowm, sua presenga nas OMVs de ATCC
BAA-2146 foi demostrada apenas em alguns experimentos e, por tanto, seu
empacotamento nas vesiculas provavelmente necessita de condigbes especiais que

devem ser analisadas.

Ainda que experimentos de transferéncia de genes foram realizados usando
diferentes bactérias receptoras, meios de cultura e condi¢cdes de incubacgéo, nao foi

possivel obter transformantes devido provavelmente a que as OMVs de ATCC BAA-



52

2146 necessitam condi¢des especiais para fazer a transferéncia do gene blanom para
outras bactérias.

Os dados obtidos neste trabalho, sugerem que o armazenamento por longo
tempo pode degradar as vesiculas da membrana externa produzidas pelas linhagens
de Klebsiella spp. afetando sua estabilidade e propriedades fisicas, como demostrado
em analises de microscopia eletrénica. Além disso, é possivel que o armazenamento
ao longo prazo tenha afetado a capacidade das OMVs de transferir os genes de
resisténcia para as bactérias receptoras nos primeiros experimentos realizados com

vesiculas armazenadas a -80°C durante 45 dias.



53

6. Perspectivas futuras
Os resultados obtidos neste estudo permitiram uma melhor compreenséo da
importancia biologica das vesiculas de membrana externa produzidas por bactérias
gram negativas como mecanismos de patogenicidade e de transferéncia horizontal de
genes que contribuem para a resisténcia antimicrobiana. Embora este trabalho tenha
demostrado a producao de vesiculas a partir de trés linhagens diferentes de Klebsiella
spp. e a presenca do gene de resisténcia blashv responsavel pela expressédo de
ESBLs, andlises do contetdo de RNA e proteina podem revelar novas funcdes dessas
vesiculas. Alem disso, vesiculas produzidas por linhagens de importancia clinica como
Klebsiella spp. poderiam ser usadas como veiculos de entrega de medicamentos e

vacinas para o tratamento de doencas infecciosas.
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