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Resumo 

 

Klebsiella pneumoniae é considerada um dos patógenos mais importantes causadores de infecções 

entre indivíduos imunocomprometidos. Apesar dessa associação frequente a infecções oportunistas, 

existem linhagens de K. pneumoniae hipervirulentas (hvKp) associadas a um fenótipo de produção 

de cápsula hipermucoide e que é capaz de causar infecções agressivas e metastáticas em indivíduos 

que não apresentam imunocomprometimento. Essas variantes possuem muitos fatores de virulência 

que favorecem sua multiplicação e proteção contra o sistema imune. A cápsula se destaca entre eles, 

sendo sua expressão — assim como a de outros fatores de patogenicidade — fortemente influenciada 

pelo metabolismo de diferentes açúcares, especialmente em linhagens hipervirulentas (hvKp). 

Portanto, nesse trabalho, tivemos por objetivo identificar o papel da utilização de açúcares por 

linhagens hipervirulentas de K. pneumoniae na expressão de fatores de virulência. Para isso, 

avaliamos o fitness bacteriano; a produção de biofilme e sideróforos; a capacidade de sobrevivência 

em soro humano e a expressão de fatores de virulência na presença de diversas fontes de carbono. 

Foram utilizadas três linhagens de K. pneumoniae, Kp 31 isolada de hemocultura sem fenótipo 

hipermucóide, Kp 34 isolada de cultura de swab retal com o fenótipo e M93, linhagem derivada de 

Kp 34 que teve a perda do fenótipo hipermucóide pela inserção de TnPhoA no gene da fucose 

isomerase. Com esse estudo, verificou-se que a manose é um açúcar em que as linhagens apresentam 

um melhor fitness bacteriano e produção de biofilme, embora os isolados apresentem capacidades 

diferentes de produzir biofilme. As três linhagens apresentam elevada produção de sideróforos e o 

isolado de hemocultura foi o único capaz de sobreviver em soro. Em relação à expressão de fímbrias 

mrkA observou-se que ela foi mais elevada quando as linhagens foram cultivadas em glicose e manose. 

O gene fucI, relacionado a expressão de hipermucoviscosidade em linhagens hvKp, não foi expresso 

pela linhagem Kp 31 e, também não foi expresso quando as demais estirpes foram cultivadas em 

glicose. Dessa forma, nota-se que a fonte de carbono em conjunto com fatores intrínsecos de cada 

linhagem, afetam a virulência bacteriana. 

 

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae, hipervirulência, metabolismo de açúcares, fatores de 

virulência. 
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Abstract   

Klebsiella pneumoniae is considered one of the most important pathogens causing infections among 

immunocompromised individuals. Despite this frequent association with opportunistic infections, 

there are hypervirulent K. pneumoniae strains (hvKp) associated with a hypermucoid capsule 

production phenotype that can cause aggressive and metastatic infections in individuals who are not 

immunocompromised. These variants possess numerous virulence factors that promote their 

multiplication and protection from the immune system. The capsule stands out among them, its 

expression, as well as that of other pathogenicity factors, strongly influenced by the metabolism of 

different sugars, especially in hypervirulent strains (hvKp). Therefore, in this work, we aimed to 

identify the role of the use of sugars by hypervirulent strains of K. pneumoniae in the expression of 

virulence factors. To this aim, we evaluate bacterial fitness; the production of biofilm and 

siderophores; the ability to survive in human serum and the expression of virulence factors in the 

presence of different carbon sources. Three strains of K. pneumoniae were used, Kp 31 isolated from 

blood culture without hypermucoid phenotype, Kp 34 isolated from rectal swab culture with the 

phenotype and M93, a strain derived from Kp 34 that lost the hypermucoid phenotype due to the 

insertion of TnPhoA in the fucose isomerase gene. With this study, it was verified that mannose is the 

sugar in which the strains present better bacterial  fitness and biofilm production, although the isolates 

present different abilities to produce biofilm. The three strains show high production of siderophores 

and the blood culture isolate was the only one capable of surviving in serum. Regarding the expression 

of mrkA fimbriae, a higher expression was observed in strains cultivated in glucose and mannose. 

The fucI gene, related to the expression of hypermucoviscosity in hvKp lines, was not expressed by 

the Kp 31 line and was also not expressed in glucose. Thus, it is noted that the carbon source, together 

with intrinsic factors of each lineage, affect bacterial virulence. 

 

Keywords: Klebsiella pneumoniae, hypervirulence, sugar metabolism, virulence factors. 
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1. Introdução 

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram negativa pertencente à família Enterobacteriaceae 

primordialmente associada a infecções oportunistas em ambiente hospitalar. Por portarem 

mecanismos de resistência antimicrobiana, infecções causadas por K. pneumoniae são, muitas vezes, 

de difícil tratamento. A bactéria pertence ao ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de 

Enterobacter) grupo bacteriano considerado prioritário para o desenvolvimento de novas alternativas 

terapêuticas pela Organização Mundial da Saúde. 

 A natureza estritamente oportunista das infecções causadas por K. pneumoniae foi colocada a 

prova em 1980 quando a primeira linhagem hipervirulenta (hvKp) foi obtida a partir de um isolado 

de abscesso hepático (LIU et al., 1986; CHIU et al., 1988). Posteriormente, vários relatos de isolados 

hvKp foram publicados mundialmente (PU et al., 2023). 

 Os isolados hvKp inicialmente não apresentavam resistência antimicrobiana. Atualmente, o 

isolamento de hvKp portadores de resistências múltiplas foram relatados em várias regiões do mundo 

(WYRES et al., 2020; GU et al., 2018; HAN et al., 2022). Este cenário demonstra a necessidade 

urgente de entender os fatores de virulência associados à fisiologia bacteriana que promovem a 

disseminação e sobrevivência de hvKp. Além da resistência antimicrobiana, existem outros fatores 

que contribuem para o sucesso de infecção desse patógeno como por exemplo, a cápsula, o 

lipopolissacarídeo (LPS), os sideróforos, e as fímbrias. Além disso, tem-se descrito a importância da 

capacidade de formação de biofilme como um fator de virulência já que essa estrutura é capaz de 

promover um aumento da resistência aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos antimicrobianos 

(THORNTON et al., 2012). 

 A sobrevivência e disseminação bacteriana no interior do hospedeiro demanda a utilização de 

nutrientes disponíveis e a expressão de fatores de virulência que promovem a colonização de tecidos. 

Neste sentido, a utilização das diferentes fontes de carbono no ambiente intra-hospedeiro pode estar 

associada ao potencial virulento de linhagens hvKp. Por estas razões, procuramos entender como a 
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utilização de carboidratos específicos pode estar associada ao fitness, à sobrevivência e à expressão 

de fatores de virulência de linhagens hvKp isoladas de um paciente com bacteremia (DE CAMPOS 

et al., 2018). 

 

2. Revisão Bibliográfica 

2.1 Klebsiella pneumoniae 

 Klebsiella é um gênero pertencente à família Enterobacteriaceae, que compreende bacilos 

Gram-negativos, anaeróbios facultativos, imóveis e produtores de cápsula mucoide. Inicialmente, 

esse gênero abrigava quatro espécies: Klebsiella oxytoca, Klebsiella terrigena, Klebsiella planticola 

e Klebsiella pneumoniae (LI et al., 2014). Contudo, o sequenciamento completo do genoma (WGS) 

tem mostrado que uma quantidade significativa de isolados identificados como K. pneumoniae, por 

métodos bioquímicos e de proteômica, na verdade pertencem a espécies muito próximas que 

compartilham entre 95-96% de similaridade de nucleotídeos com K. pneumoniae. Esse grupo com 

tamanha similaridade é denominado de Complexo de espécies de K. pneumoniae (KpSC) e abriga as 

seguintes espécies: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae, 

Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae, Klebsiella variicola subsp. variicola, 

Klebsiella variicola subsp. tropica, Klebsiella quasivariicola, Klebsiella africana (HOLT et al., 2015; 

RODRIGUES et al., 2018) (Figura 1). 
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As peculiaridades de cada uma dessas espécies ainda não foram completamente elucidadas. 

Contudo, todas são encontradas em amostras ambientais e em sítios de infecção em humanos e outros 

animais, mostrando resistência a múltiplas drogas e fenótipos virulentos em todo o mundo (ROCHA 

et al., 2021). 

  K. pneumoniae é a espécie mais estudada dentro desse complexo, principalmente devido a sua 

relevância clínica em infecções adquiridas na comunidade ou em ambiente intra-hospitalar. Esse 

patógeno está incluído no grupo ESKAPE devido à sua associação com a disseminação de 

multirresistência bacteriana (MDR), sendo considerado um dos maiores desafios de saúde pública em 

todo o mundo (DE OLIVEIRA et al., 2020). 

Figura 1. Árvore filogenética baseada na técnica de sequenciamento completo de genoma. Em 

vermelho podemos observar o complexo de espécies de K. pneumoniae (KpSC) com grande 

similaridade de nucleotídeos. Imagem retirada de Population genomics of Klebsiella pneumoniae 

(WYRES et al., 2020). 



18 

 K. pneumoniae é capaz de habitar uma grande diversidade de nichos como solo, água, espécies 

de plantas, insetos, pássaros, répteis, mamíferos. Nesses ambientes pode ser encontrada de forma livre 

ou associada a um hospedeiro. Também pode estar em uma relação comensal ou como um patógeno 

potencial (WYRES et al., 2018). Contudo, observa-se que a maior parte das vezes esse microrganismo 

é identificado em ambientes hospitalares causando algum tipo de infecção. As principais síndromes 

causadas por esse patógeno são pneumonia, infecções do trato urinário (ITUs), infecções abdominais, 

infecções em dispositivos intravasculares, infecções em sítios cirúrgicos e bacteremia (POMAKOVA 

et al., 2012) e são causadas por linhagens conhecidas como K. pneumoniae clássica (cKp). A 

aquisição de multirresistência por cKp principalmente devido a aquisição de betalactamases de 

espectro estendido (BLSEs) e carbapenamases tem sido um dos motivos pelos quais esse patógeno 

se tornou tão bem-sucedido e perigoso em ambientes hospitalares (MOELLERING et al., 2010; 

POMAKOVA et al., 2012). 

 Nas últimas décadas, uma nova variante de K. pneumoniae conhecida como hipervirulenta 

(hvKp) vem sendo relatada. Esse microrganismo apresenta características diferentes de cKp 

principalmente em relação ao seu potencial virulento. 

 

2.2 K. pneumoniae hipervirulentas (hvKp) 

 A variante de K. pneumoniae denominada hvKp (Hyper Virulent K. pneumoniae) foi 

primeiramente descrita em meados de 1980 em Taiwan em casos de abcessos hepáticos adquiridos na 

comunidade por pacientes que não apresentavam nenhum imunocomprometimento. Essa variante 

apresentava como característica principal a produção de hipermucoviscosidade. Além dos abcessos 

hepáticos, esses pacientes ainda apresentavam outras patologias concomitantes, como meningites e 

endoftalmias (LIU et al., 1986; CHIU et al., 1988). 

Após o primeiro relato de infecção causada por hvKp, outros casos foram observados na Ásia, 

Europa e América. Embora a disseminação endêmica tenha ocorrido principalmente em países da 

Ásia como Taiwan, China, Coreia do Sul e Irã, esta variante apresenta distribuição mundial. A 
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quantidade de doenças associadas a hvKp é extensa, contudo, já se tem definidos os principais sítios 

de infecções causadas por essa variante (Figura 2) (PU et al., 2023). 

 

Figura 2: Principais sítios de infecções causadas por hvKp. Imagem retirada de “Superbugs” with 

hypervirulence and carbapenem resistance in Klebsiella pneumoniae: the rise of such emerging 

nosocomial pathogens in China (PU et al., 2023). 

 

O fenótipo da hipermucoviscosidade foi inicialmente indicado como uma forma de 

identificação de hvKp. Para identificar esse fenótipo, a linhagem deve apresentar um “string test” 

positivo (Figura 3) (FANG et al., 2004). 
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Entretanto, posteriormente, observou-se que nem todas as linhagens hvKp apresentavam 

hipermucoviscosidade e que algumas linhagens cKp apresentavam esse fenótipo (CATALAN-

NAJERA  et al., 2017; RUSSO et al., 2018). Atualmente, a identificação de estirpes hvKp tornou-se 

mais complexa e verifica-se que a maioria das linhagens apresentam genes codificando os sideróforos 

iro (síntese de salmoquelina), iuc (síntese de aerobactina), rmpA e rmpA2 (reguladores do fenótipo 

hipermucóide (RUSSO et al., 2018; LAM et al., 2018). Esses genes frequentemente estão presentes 

em dois grandes plasmídeos de virulência bastante semelhantes: pK2044 (224.152 bp) e pLVPK 

(219.385 bp) (Figura 4) (CHEN et al., 2004; WU et al., 2009). Estudos indicam que a perda desses 

plasmídeos provoca uma diminuição significativa da virulência dessas linhagens (NASSRF X et al., 

1986; NASSRF X et al., 1989; TANG et al., 2010). 

 

Figura 3: Resultado de um "string test" positivo de K. pneumoniae. Para um resultado positivo, ao 

tocar com uma alça de inoculação em uma colônia isolada cultivada em ágar sangue, deve ocorrer a 

formação de uma corda viscosa com mais de 5 mm de comprimento. Imagem de Klebsiella 

pneumoniae liver abscess: a new invasive syndrome (SIU et al., 2012). 
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Figura 4: Plasmídeos pLVPK (vermelho) e pVir-CR-HvKp4 (azul) portadores de diversos genes de 

virulência associados as linhagens hvKp. Imagem obtida de Hypervirulent Klebsiella pneumoniae 

(RUSSO et al., 2019). 

 

 Além dos fatores de virulência que contribuíam para a patogenicidade de toda linhagem de K. 

pneumoniae como cápsula, fímbrias, LPS e sideróforos do tipo enterobactina (ent) e yersiniabactina 

(ybt), as linhagens hvKp possuem outros fatores que potencializam sua virulência e patogenicidade. 

Esses fatores incluíam os plasmídeos mencionados que codificam os genes de virulência 

rmpA/rmpA2 (regulador do fenótipo hipermucoviscoso), sideróforos salmoquelina (iro) e 

aerobactina (iuc), bem como a toxina secretada colibactina (clb) codificada por um elemento 
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integrativo e conjugativo no cromossomo. Todos esse fatores juntos, definem as características 

necessárias para a caracterização de hvKp (Figura 5) (CHOBY et al., 2020). 

  

Os primeiros isolados hvKp, apresentavam grande suscetibilidade a antimicrobianos, contudo, 

esse perfil está mudando e um novo desafio tem se apresentado. Atualmente, umas das questões de 

maior relevância e preocupação é a junção da ampla resistência antimicrobiana das linhagens cKp 

com os fatores de virulência presentes em hvKp. O resultado desse fenômeno é a identificação cada 

vez mais frequente de linhagens hvKp-MDR (hvKp multidrug resistant) e hvKp-XDR (hvKp 

extremely drug resistant).  Isso ocorre por meio de alguns mecanismos: aquisição de plasmídeos de 

resistência antimicrobiana por hvKp (WEI et al., 2016; FENG et al., 2018); a inserção de elementos 

Figura 5: Fatores de virulência para a caracterização de hvKp. Além dos fatores de virulência 

característicos de todas as K. pneumoniae como cápsula, fímbrias, LPS e sistema de sideróforos 

yersiniabactina (ybt) e enterobactina (ent), temos também os genes responsáveis pela 

hipermucoviscosidade (rmpA/rmpA2), salmoquelina (iro) e aerobactina (iuc). Além disso, temos os 

genes codificados por cromossomos clb, que codifica a toxina secretada colibactina e o gene cps que 

regula os loci da cápsula cromossômica. Esse gene cps produz a hipercápsula associada ao fenótipo 

hipermucoviscoso quando reguladas pelos reguladores transcricionais rmpA e rmpA2. Juntos, esses 

fatores caracterizam as linhagens de K. pneumoniae hipervirulentas. Imagem retirada de 

Hypervirulent Klebsiella pneumoniae – clinical and molecular perspectives (CHOBY  et al., 2020). 
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de resistência no plasmídeo de virulência característico de hvKp (ZHANG  et al., 2016; FU  et al., 

2018); e a aquisição do plasmídeo de virulência de hvKp por linhagens cKp-XDR  (GU et al., 2018). 

 Dessa forma, as linhagens hvKp-MDR são portadoras de enzimas beta lactamases de espectro 

estendido (BLSE) ou carbapenamases (WYRES et al., 2020) e passam a ser nomeadas como CR-

hvKp (carbapenem-resistant hypervirulent K. pneumoniae). As CR-hvKp podem carregar uma série 

de genes de resistência como blaIMP, blaKPC e blaNDM, mas a maioria dos isolados clínicos desse tipo 

são portadores do gene blaKPC (LI et al., 2022). Então, CR-hvKP exibe fenótipos de hipervirulência e 

resistência antimicrobiana podendo causar infecções graves de difícil tratamento (GU et al., 2018). 

Atualmente, o CR-hvKP  já se espalhou pelo mundo (Figura 6) e representa uma grande ameaça à 

saúde pública mundial (HAN et al., 2022). 

 

Figura 6: Distribuição global de CR-hvKp entre 2015 e 2022. Os círculos coloridos indicam o gene 

encontrado promovendo a multirresistência de hvKp, KPC (carbapenemase de Klebsiella 

pneumoniae); NDM (metalo-β-lactamase de Nova Delhi); VIM (metalo-β-lactamase codificada por 

integron de Verona); IMP (imipenemase); OXA (oxacilinase). Imagem retirada de Epidemiological 

characteristics and molecular evolution mechanisms of carbapenem-resistant 

hypervirulent Klebsiella pneumoniae (HAN et al., 2022). 
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2.3 Fatores de virulência 

 Uma grande quantidade de fatores de virulência já foi descrita em K. pneumoniae, como 

fímbrias, cápsula, lipopolissacarídeo (LPS), sideróforos etc (Figura 7). Esses fatores possuem uma 

grande relevância na sobrevivência e patogênese desse microrganismo (KARAMPATAKIS et al., 

2023). Além desses, existem ainda outros fatores de virulência como a produção de biofilme e a 

resistência a antimicrobianos que contribuem de forma significativa para a virulência desses 

patógenos. 

 

Figura 7: Fatores de virulência de K. pneumoniae. Fímbrias do tipo 1 e tipo 3 responsáveis pelo 

processo de adesão, colonização e formação de biofilme em superfícies bióticas e abióticas. A cápsula 

polissacarídica responsável pela evasão do sistema imune do hospedeiro. Lipopolissacarídeo (LPS) 

responsável pela proteção do sistema complemento do hospedeiro juntamente com a cápsula. Side-

róforos que participam no processo de patogênese bacteriana e captam o ferro do hospedeiro. Os 

principais sideróforos descritos são yersiniabactina, enterobactina, aerobactina e salmoquelina. Im-

agem adaptada de Carbapenem-Resistant Klebsiella pneumoniae: Virulence Factors, Molecular Ep-

idemiology and Latest Updates in Treatment Options (KARAMPATAKIS et al., 2023). 
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2.3.1 Cápsula 

 A cápsula polissacarídica de K. pneumoniae é considerado o fator de virulência central da 

bactéria. A estrutura é a camada mais externa da célula e interage diretamente com o hospedeiro. A 

cápsula é produto da polimerização dependente de wzx/wzy codificada pelo cluster gênico cps. A 

cápsula é uma barreira de proteção da célula bacteriana aos mecanismos do sistema imune do 

hospedeiro como a fagocitose, proteínas do sistema complemento, opsonofagocitose, estresse 

oxidativo e peptídeos antimicrobianos. Além disso, também protege a bactéria contra dissecação e 

ajuda no processo de osmorregulação (PACZOSA et al., 2016; HUANG et al., 2022; PAN et al., 2015; 

WHITFIELD et al., 2020). 

 Os antígenos capsulares, conhecidos como antígenos K, compõem a cápsula e são formados  

por 3 a 6 monossacarídeos em sua cadeia principal e ramificações. Esses monossacarídeos formadores 

incluem manose, glicose, galactose, fucose e ramnose. Moléculas como Piruvato, O-acetil e O-formil 

estão envolvidos na modificação dos polissacarídeos, o que leva à diversidade entre as cápsulas que 

influenciam os níveis de imunogenicidade e virulência de K. pneumoniae (NONNE et al., 2024). Os 

antígenos K são o critério utilizado para classificação e sorotipagem das linhagens de K. pneumoniae. 

Atualmente, mais de 80 sorotipos de cepas patogênicas são reconhecidas de acordo com essa 

classificação (LI et al., 2014). 

 A produção de cápsula por K. pneumoniae é um processo complexo que envolve uma grande 

quantidade de genes. Os clusters responsáveis pela codificação da cápsula estão presentes no 

cromossomo e em plasmídeos. Um desses clusters é o cps que inclui mais de 20 genes, de galF a ugd 

envolvidos na síntese de cápsula (Figura 8). Existem três promotores que estão presentes no locus 

cps que são galF, wzi e manC. A extremidade 5' da região cps é um cluster altamente conservado 

composto por galF, cpsACP, wzi, wza, wzb e wzc envolvido na translocação, transporte e 

processamento de polissacarídeos capsulares. A extremidade 3' contém os genes conservados gnd e 

ugd. A região intermediária é altamente variável e compreende genes específicos que codificam 

proteínas que são essenciais para a polimerização e montagem de subunidades de polissacarídeos. 

Esta região normalmente contém genes que codificam glicosil transferases (GTs), translocases, 
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polimerases e enzimas modificadoras, que variam entre os diferentes sorotipos de cápsula. Cada gene 

estrutural tem um impacto distinto no nível de virulência (SHU et al., 2009; XU et al., 2024). 

 

Figura 8:  Esquema do cluster de genes de biossíntese de CPS (polissacarídeo capsular). As setas em 

preto indicam os três promotores da região de síntese CPS, os genes azuis são altamente conservados 

em diferentes sorotipos e os genes vermelhos mostram aqueles que são altamente variáveis. Imagem 

adaptada de Klebsiella pneumoniae capsular polysaccharide: Mechanism in regulation of synthesis, 

virulence, and pathogenicity (XU et al., 2024). 

 

K. pneumoniae sintetiza seu CPS (polissacarídeo capsular) por meio do mecanismo 

dependente de wzx/wzy, que envolve biossíntese e exportação (PATRO et al., 2020). Uma das 

primeiras etapas da biossíntese é a glicosilação das unidades repetitivas de monossacarídeos, 

realizada por wbaP ou wcaJ (DEVANGA RAGUPATHI et al., 2020). A flipase codificada por wzx 

transporta a unidade de repetição para o lado periplasmático da membrana interna, e a copolimerase 

codificada por wzy promove a polimerização da unidade de repetição através de um mecanismo de 

captura e liberação (ISLAM et al., 2014). 

Em seguida, proteínas codificadas por wza (um translocon de membrana externa) e wzc (uma 

tirosina autoquinase) formam um complexo de translocação que está envolvido na montagem do CPS 

e no seu transporte do periplasma para a superfície celular bacteriana (PAN et al., 2013). A inibição 

da via dependente de Wzy interrompe a síntese do peptidoglicano da parede celular e normalmente 

resulta em defeitos no formato da célula. Mutantes wzy, wza e wcaJ apresentam uma redução na 

biossíntese da cápsula, e os mutantes wzy e wza também apresentam defeitos substanciais na 

estabilidade do envelope celular (TAN et al., 2020). Por fim, o CPS é então ancorado em uma proteína 

da membrana externa codificada por wzi, que não é considerada necessária para a biossíntese da 

cápsula, mas desempenha uma função vital na fixação da superfície da cápsula, de modo que os 
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mutantes de wzi têm um fenótipo capsular deficiente (BRISSE et al., 2013). Além de todos os genes 

mencionados acima necessários para que ocorra a síntese da cápsula bacteriana, ainda existem os 

genes reguladores desse processo como os genes A e B (rcsA e rcsB) que regulam a síntese da cápsula, 

reguladores de virulência de Klebsiella (kvrA e kvrB) e o regulador do fenótipo mucóide A e A2 

(rmpA e rmpA2). Dessa forma, verifica-se a complexidade do processo de síntese da cápsula de K. 

pneumoniae. 

 Além disso, alguns sorotipos capsulares são considerados mais patogênicos que outros, vários 

estudos sugerem que os sorotipos K1 e K2 são mais virulentos que outros sorotipos (YEH et al., 2007; 

WANG et al., 2017). A ausência de manose e ramnose na composição de sua cápsula está associada 

a virulência, uma vez que estes carboidratos podem ser reconhecidos pelos receptores de lectina de 

macrófagos, promovendo a fagocitose bacteriana (FUNG et al., 2002). Esses sorotipos mais 

virulentos (K1 e K2) possuem fucose em sua cápsula. Esse carboidrato é obtido a partir da conversão 

de manose realizada pelos genes gmd e wcaG (PAN et al., 2011). Inclusive, a presença de fucose na 

cápsula seria responsável pela característica hipermucoviscosa presente em grande parte das cepas 

desses dois sorotipos (LIN et al., 2018). 

 Por fim, a cápsula é também um fator de grande relevância na produção de biofilme. Ela afeta 

diferentes estágios da formação dessa estrutura, ela controla o processo de adesão inicial, a 

distribuição espacial bacteriana ao longo da maturação do biofilme e por fim, garante a formação de 

uma estrutura tridimensional típica no biofilme maduro (BALESTRINO et al., 2008). 

  

2.3.2 Biofilme 

 O biofilme é uma comunidade de microrganismos envoltos em uma matriz polissacarídica, 

DNA extracelular e proteínas. Os biofilmes podem se formar em superfícies bióticas como diversos 

locais do corpo humano (dentes, pele, pulmões, bexiga) ou podem se formar também em superfícies 

abióticas como dispositivos hospitalares (cateteres, tubos endotraqueais, implantes articulares) 

(HØIBY et al., 2011). 
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 As estruturas mais importantes envolvidas nesse processo são as fímbrias do tipo 3 e os CPS. 

As fímbrias promovem uma adesão estável, enquanto os CPS afetam a estrutura do biofilme e a 

comunicação intercelular. Dada a dinâmica da formação de biofilme e a variabilidade dos estímulos 

ambientais, as bactérias compondo essa estrutura devem ter a capacidade de alterar rápida e 

extensivamente sua expressão genética (CLEGG et al., 2017). 

 A produção de biofilme é considerada um importante fator de virulência por promover um 

aumento da resistência aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos antimicrobianos (THORNTON 

et al., 2012). A matriz polissacarídica impede a proximidade dos anticorpos hospedeiros e dos 

peptídeos antimicrobianos o que diminui os efeitos do sistema complemento e da fagocitose sobre o 

patógeno (FUX et al. 2005). Comparando com células plantônicas, estudos mostram que as células 

bacterianas em biofilme são mil vezes mais resistentes aos antibióticos. Isso devido às camadas de 

matriz exopolissacarídica, da expressão aumentada de bombas de efluxo e da presença de células 

persistentes (SINGH et al., 2022). Um outro dado importante para entender a dimensão da 

importância de se estudar esse fator de virulência é que, atualmente, entre 60-80% das infecções 

bacterianas estão associadas à formação de biofilme (RIBEIRO et al., 2016). 

 O biofilme é o resultado de uma série de eventos que começam com o contato de bactérias 

plantônicas com uma superfície. A evolução das bactérias do estado plantônico para o estado de 

biofilme é um processo complexo regulado por fatores genéticos e ambientais. Os genes envolvidos 

na formação de biofilme de K. pneumoniae incluem principalmente fímbrias, polissacarídeos, sistema 

de quorum sensing (QS), bomba de efluxo etc (SCHROLL et al., 2010; CHEN et al., 2020; GUERRA 

et al., 2022). Essa formação ocorre em quatro estágios (Figura 9) , (1) a ligação bacteriana de forma 

reversível; (2) adesão e proliferação; (3) maturação do biofilme; e (4) difusão de biofilme (ALAV et 

al., 2018; WANG et al., 2020). As bactérias plantônicas respondem a vários estímulos ambientais e 

fixam-se às superfícies para formar colônias. Após a formação das colônias, a bactéria produz uma 

matriz composta por polissacarídeos, proteínas e lipídios, e a colônia amadurece em colônias maiores. 

Nesta fase, as bactérias podem separar-se do biofilme e retornar ao estado flutuante ou continuar no 



29 

biofilme. A composição do biofilme, em termos de porcentagem de proteína, açúcar e DNA 

extracelular varia entre isolados de diferentes locais de infecção (SINGH et al., 2019). 

 

Figura 9: Esquema dos estágios de formação de biofilme. As células plantônicas realizam uma adesão 

inicial à superfície (1), em seguida ocorre a proliferação dessas células aderidas (2) e essa estrutura 

vai amadurecendo em colônias bacterianas maiores e e mais complexas (3). Nessa fase, pode ocorrer 

a difusão do biofilme (4) em que células bacterianas se separam e voltam a ficar em sua forma plan-

tônica ou continuam no biofilme. Imagem retirada de Relationship between biofilm formation and 

antibiotic resistance of Klebsiella pneumoniae and updates on antibiofilm therapeutic strategies (LI 

et al., 2024) 

 

Existe uma grande quantidade de genes estudados de diversas vias e processos fisiológicos 

bacterianos que são capazes de influenciar na formação do biofilme, como genes relacionados ao LPS, 

à cápsula, às fímbrias, ao quorum sensing, às bombas de efluxo, etc (Figura 10). Estudos mostram, 

por exemplo, que o LPS está envolvido na adesão inicial bacteriana em vidro  e em superfícies de  

cloreto de polivinila (PVC). Os genes que estão relacionados à síntese de LPS e capazes de influenciar 
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na formação de biofilme são: wzm (via de transporte de LPS) e wbbM (biossíntese de LPS; 

BALESTRINO et al., 2008). 

 Além disso, temos os genes relacionados à cápsula e que afetam esse processo, mutações no 

loci CPS nos genes wza e wzc resultam em formação deficiente de biofilme. A produção de CPS 

relacionadas aos genes treC (uma enzima que divide a trealose-6-fosfato em glicose e glicose-6-

fosfato)  e sugE (codifica uma proteína da membrana interna com uma cauda voltada para o 

citoplasma) afetam a formação de biofilme por meio da modulação dessa produção (WU et al., 2011). 

 Fímbrias tipo 1 e tipo 3 também estão associadas à produção de biofilme. Estudos envolvendo 

mutantes de fímbrias tipo 1 (C3091Δfim), mutante de fímbrias tipo 3 (C3091Δmrk) e mutante duplo 

(C3091ΔfimΔmrk) mostraram que as fímbrias do tipo 3 são importantes para a fixação bacteriana na 

formação de biofilme (SCHROLL et al., 2010). Contudo, outros estudos mostram uma atenuação 

significativa de biofilme em cateteres na ausência tanto de um quanto do outro tipo de fímbria, 

mostrando que cada uma tem o seu papel na colonização bacteriana e na formação de biofilme 

(STAHLHUT et al., 2012). As fímbrias do tipo 3 formadas pelas hemaglutininas do tipo Klebsiella 

resistentes a manose (MR/K) são codificadas pelo operon mrkABCDF e as mutações dos genes desse 

operon são extremamente deletérias para a produção de biofilme (WILKSCH et al., 2011). O 

diguanilato cíclico intracelular (c-di-GMP) é um segundo mensageiro em bactérias, que está 

envolvido na formação de biofilme bacteriano. O ativador transcricional MrkH dependente de c-di-

GMP liga-se ao operon mrkABCDF e ativa a expressão de fímbrias do tipo 3 (TAN et al., 2015) . 

 O sistema de quorum sensing (QS) promove a maturação do biofilme através da detecção de 

moléculas sinalizadoras bacterianas e da coordenação da densidade populacional bacteriana. O QS 

tipo II é um sistema de comunicação bacteriana dependente de luxS e que possui como molécula 

sinalizadora o autoindutor-2 (AI-2). A deleção de luxS leva a uma mudança na arquitetura do biofilme 

com menos cobertura de superfície e redução da formação de macrocolônias. A deleção desse gene 

também promove a diminuição da expressão do gene de biossíntese de lipopolissacarídeo wzm  que 

também afeta a produção de biofilme (BALESTRINO et al., 2005; CHEN et al., 2020). 
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 As bombas de efluxo desempenham diversos papéis relevantes para o biofilme, promovem o 

efluxo de moléculas de EPS e/ou QS para promover a formação de matriz de biofilme; regulam genes 

envolvidos na formação de biofilme;  promovem o efluxo de moléculas prejudiciais, como 

antibióticos e intermediários metabólicos; controlam a agregação promovendo ou impedindo a adesão 

a superfícies e a outras células (ALAV et al., 2018). Os níveis transcricionais dos genes codificadores 

de bombas de efluxo acrA, emrB, oqxA, e qacEΔ1 em biofilmes de K. pneumoniae estão aumentados 

quando comparamos com os níveis em células plantônicas. Além disso, os estudos de (KVIST et al. 

2008) relataram que os inibidores de bombas de efluxo (EPIs) afetam significativamente a formação 

de biofilme de Klebsiella uropatogênica, e combinações de diferentes tipos de EPIs resultaram em 

quase 100% de inibição da formação de biofilme bacteriano, mostrando a relevância que as bombas 

de efluxo possuem na formação de biofilme. 

 Além de todos os genes mencionados de diferentes vias que afetam a produção de biofilme, 

ainda existem os fatores ambientais. Temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, composição do 

substrato, entre outros, possuem a capacidade direta de afetar a formação de biofilmes bacterianos 

(RIBEIRO et al., 2016) (Figura 10). 

 

Figura 10: Genes que participam da regulação da produção de biofilme. Os genes mencionados estão 

relacionados ao LPS, à cápsula bacteriana, às fímbrias, ao quorum sensing, às bombas de efluxo. 
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Imagem retirada de Relationship between biofilm formation and and antibiotic resistance 

of Klebsiella pneumoniae and updates on antibiofilm therapeutic strategies (LI et al., 2024). 

 

2.3.3 Fímbrias 

 As fímbrias são apêndices proteicos que se estendem a partir da superfície celular bacteriana. 

K. pneumoniae é capaz de codificar uma diversidade de fímbrias, mas as principais são as fímbrias 

do tipo 1 e do tipo 3, que são codificadas pelos clusters fim e mrk respectivamente (WILKSCH et al., 

2011; ALCÁNTAR-CURIE et al., 2013). 

 As fímbrias do tipo 3 são formadas pela proteína Mrk, que é codificada pelo operon contendo 

os genes mrkABCDF (ALLEN et al., 1991). A parte principal é a subunidade mrkA, de forma que os 

mutantes ΔmrkA são incapazes de se aderir a superfícies para formar o biofilme e durante o 

espessamento do biofilme esse gene mantém sua expressão aumentada (DI MARTINO et al., 2003; 

VUOTTOVuotto et al., 2017). mrkB codifica uma chaperona periplasmática, mrkC uma translocatase 

e mrkD é responsável por codificar uma proteína presente na parte superior da superfície das fímbrias,  

que promove a adesão e determina a especificidade da ligação (MURPHY et al., 2012). Para a 

formação de biofilme, mrkA e mrkD representam os papéis centrais, mrkA contribui para a rápida 

formação do biofilme e mrkD para a formação de um biofilme denso (ASHWATH et al., 2022). 

 O cluster de genes mrkHIJ adjacente ao operon  mrkABCDF é que regula a expressão de 

fímbrias do tipo 3. MrkH é um ativador de transcrição do cluster mrk, que regula a expressão de 

mrkHI e contém o domínio PilZ. O MrkH liga-se à região adjacente ao promotor mrkA e ativa a 

expressão do operon mrkABCDF. Portanto, mrkH é frequentemente referido como um “interruptor 

de biofilme”, pois pode iniciar a expressão de genes envolvidos na produção de fímbrias do tipo 3 

(WILKSCH et al., 2011; TAN et al., 2015). A transcrição de mrkHI pode ser ativada por MrkI que é 

um fator regulatório semelhante ao LuxR. A ausência de mrkI promove a redução de fímbrias do tipo 

3 na superfície bacteriana mostrando esse importante papel regulatório na expressão dessa fímbria 

(WU et al., 2012; JOHNSON et al., 2011). A expressão de mrkHI também é regulada ativamente por 
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Fur (fator de transcrição responsivo ao ferro), a deleção de Fur reduz a transcrição de mrkH, mrkI e 

mrkA, reduzindo assim a expressão de fímbrias tipo 3 (WU et al., 2012). 

 As fímbrias do tipo 3 também realizam a mediação da transformação do modo de crescimento 

bacteriano de plantônico para biofilme por meio do segundo mensageiro c-di-GMP. A atividade da 

diguanilato ciclase (DGC) e da fosfodiesterase (PDE) regulam a concentração intracelular de c-di-

GMP em bactérias e a concentração desse mensageiro que regula a expressão de  mrkHIJ . Quando 

ativado por c-di-GMP, MrkH recruta a RNA polimerase para o promotor mrkHI para ativar 

automaticamente a expressão de mrkH. O aumento da produção de MrkH impulsiona 

subsequentemente a expressão de mrkABCDF, levando à biossíntese de fímbrias tipo 3 e à formação 

de biofilme (TAN et al., 2015). MrkJ é quem codifica PDE que promove a hidrólise de  c-di-GMP, 

regulando as concentrações desse mensageiro e regulando esse processo de síntese de fímbrias do 

tipo 3. YfiN abriga o domínio DGC e desempenha um papel positivo na expressão de fímbrias tipo 3 

também pelo controle do c-di-GMP intracelular (WILKSCH et al., 2011).  Outra molécula capaz de 

controlar a expressão dessas fímbrias é o CRP-cAMP também por meio da inibição da via do sinal c-

di-GMP. 

 As fímbrias tipo 1, também conhecidas como fímbrias sensíveis a manose, já que podem se 

ligar a manose solúvel, são codificadas pelo cluster de genes fimAICDFGHK (GOMES et al., 2021). 

A regulação da expressão do gene fim é controlada por elementos reversíveis de DNA (fimS). As 

fímbrias tipo 1 são compostas por uma subunidade principal de fímbrias, FimA, e uma proteína de 

adesão apical , FimH (ALCÁNTAR-CURIEL  et al., 2013). O gene regulador fimK faz parte do 

operon fim, e FimK possui um domínio com características de PDE, que permite a regulação dos 

níveis intracelulares de c-di-GMP e o controle da expressão de fímbrias do tipo 1 (JOHNSON et al., 

2011). As fímbrias do tipo 1 são as principais causas de infecção do trato urinário (STRUVE et al., 

2008) já que possuem alta afinidade por resíduos de manose presentes na superfície das células da 

bexiga (ROZEN et al.,  2000). Dessa forma, essas fímbrias podem promover a adesão e invasão 

dessas células da bexiga, formando assim comunidades bacterianas intracelulares. 
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 Os mecanismos de expressão e regulação das fímbrias do tipo 1 e tipo 3 mencionados acima 

podem ser observados na Figura 11. 

 

Figura 11: Mecanismos de expressão e regulação de fímbrias do tipo 1 e tipo 3. Ativado pelo mediador 

c-di-GMP, MrkH recruta RNA polimerase para o promotor mrkHI para iniciar a expressão de mrkH. 

O aumento da produção de MrkH impulsiona a expressão de mrkABCDF, leva levando à biossíntese 

de fímbrias tipo 3. A expressão de mrkHI também é regulada ativamente por Fur, que atua como um 

ativador transcricional de mrkHI. MrkJ codifica PDE que promove a hidrólise de c-di-GMP 

controlando os níveis intracelulares desse mediador. YfiN abriga o domínio DGC desempenhando 

um papel positivo na expressão de fímbrias tipo 3, também pelo controle dos níveis de c-di-GMP. O 

CRP-cAMP também é um regulador da expressão de fímbrias tipo 3 através da inibição da via do 

sinal c-di-GMP. As fímbrias tipo 1 são codificadas pelo agrupamento de genes fim. A regulação da 

expressão do gene fim é controlada pelo fimS. O gene regulador fimK constitui o operon fim, e 

controla os níveis intracelulares de c-di-GMP. Imagem retirada de Regulation of biofilm formation 

in Klebsiella pneumoniae (LI et al., 2023). 

 

2.3.4 Sideróforos 

 Outro fator de grande relevância principalmente para o crescimento e replicação bacteriana é 

a aquisição de ferro. Este é um recurso escasso e, por isso, deve ser adquirido pela bactéria no sítio 
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de infecção. O ferro é primordial para a fisiologia bacteriana, incluindo biossíntese ou replicação de 

DNA, transcrição, produção de energia, metabolismo central e reações enzimáticas (MURDOCH et 

al., 2022). Contudo, não se encontra livremente disponível no hospedeiro, a maior parte está ligada a 

transportadores de ferro como as transferrinas, lactoferrinas e ferritinas. A principal estratégia usada 

pela bactéria para adquirir esse ferro é a secreção de sideróforos que são moléculas com maior 

afinidade pelo ferro do que as proteínas do hospedeiro e que, dessa forma, são capazes de sequestrar 

o ferro quelado nessas proteínas (MIETHKE et al., 2007). 

 Os principais sideróforos utilizados por K. pneumoniae são: enterobactina, yersiniabactina, 

salmoquelina e aerobactina (Figura 12). Enterobactina é o sideróforo com maior afinidade pelo ferro 

e está presente quase que unanimamente em todas as linhagens de K. pneumoniae (TARKKANEN et 

al., 1992; EL FERTAS-AISSANI et al., 2013). Os sideróforos yersiniabactina, salmoquelina e 

aerobactina apresentam afinidades variadas ao ferro e uma grande prevalência em linhagens hvKp 

(WEISER et al., 2011; HSIEH et al., 2008;  EL FERTAS-AISSANI et al., 2013). Além disso, estudos 

mostram que a produção de sideróforos associados à hipermucoviscosidade são fatores importantes 

na determinação do perfil hipervirulento desse patógeno (CHENG et al. 2010), tanto que a deleção 

de genes relacionados à produção de hipercápsulas e de sideróforos é capaz de reduzir a letalidade 

das variantes de K. pneumoniae (STANTON et al. 2024; RUSSO et al. 2024). 

Os genes necessários para a biossíntese de enterobactina e yersiniabactina estão localizados 

no cromossomo, no cluster ent e nos loci ybt, respectivamente. Enquanto a biossíntese de 

salmochelina e aerobactina ocorre nos clusters de plasmídeos de virulência iroBCDN e iucABCD 

iutA, respectivamente (Figura 12) (ZHU et al., 2021). Os vários sistemas de transporte de ferro em 

K. pneumoniae são complementares, pois podem desempenhar um papel em diferentes condições 

microambientais durante a infecção. 
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Figura 12: Sistema de sideróforos presentes em K. pneumoniae. No cromossomo a presença dos genes 

codificadores de enterobactina (ent) e yersiniabactina (ybt). No plasmídeo os genes de salmoquelina 

(iro) e aerobactina (iuc). Um exemplo de transportador de ferro, FepA. Imagem retirada de Virulence 

Factors in Hypervirulent Klebsiella pneumoniae (ZHU et al., 2021). 

 

 O mecanismo regulador da produção de sideróforos  envolve uma interação complexa de 

disponibilidade de ferro, reguladores responsivos ao ferro e sistemas de dois componentes. Em 

primeiro lugar, K. pneumoniae detectam a concentração ambiental de ferro e alteram a sua produção 

de sideróforos para alterar a sua capacidade de obter ferro do hospedeiro, o que é possível 

principalmente por meio de reguladores responsivos ao ferro. Esses reguladores detectam a 

concentração de ferro e modulam a expressão de genes envolvidos na síntese e transporte de 

sideróforos. O regulador de absorção de ferro (Fur) atua como um repressor da produção de 

sideróforos sob condições ricas em ferro, enquanto a desmetalização de Fur permite a aquisição 

eficiente de ferro e aumenta o fitness do patógeno em condições de escassez desse elemento 

(TROXELL et al., 2013). Além disso, K. pneumoniae também utiliza um sistema de dois 

componentes (QseBC e CpxAR) para regular a produção de sideróforos, a expressão de outros genes 

de virulência como o sistema de secreção bacteriana tipo VI,  fímbrias tipo 1 e 3 e outros mecanismos 

relacionados a produção de biofilme (KUO et al., 2023; LV et al., 2022). O sistema CpxAR pode 
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regular negativamente a expressão de fímbrias tipo 3, modulando os níveis de ferro celular, 

demonstrando ainda mais as complexas interações entre os fatores de virulência (KUO et al., 2023). 

 Dessa forma, essa série de mecanismos garantem que K. pneumoniae pode, de forma eficiente, 

obter ferro do hospedeiro e sobreviver em condições em que o ferro é um elemento limitado. 

2.3.5 Resistência a antimicrobianos 

 A resistência bacteriana é definida como a capacidade dos microrganismos de neutralizar a 

ação de agentes antimicrobianos e essas substâncias perdem, então, sua eficiência em inibir o 

crescimento bacteriano (NADEEM et al., 2020). O aumento da utilização de antibióticos em vários 

setores da saúde e da agricultura selecionou microrganismos resistentes que ameaçam a saúde humana. 

Esta questão tornou-se uma das principais ameaças à saúde pública dos tempos atuais e a OMS 

(Organização Mundial de Saúde) estima que poderão ocorrer 10 milhões de mortes até 2050 devido 

à falta de opções terapêuticas para microrganismos resistentes  (DE KRAKER et al., 2016; 

PULINGAM et al., 2020; WHO et al., 2014). 

 A problemática da resistência bacteriana é agravada pela diminuição do surgimento de novos 

antibióticos desde a década de 1990 (LEWIS et al.,2012; SINGER et al., 2020). Embora se espere 

que os novos antimicrobianos ofereçam um melhor mecanismo de proteção contra agentes 

patogênicos, os seus efeitos são breves devido ao uso excessivo que logo permitem a aquisição e 

disseminação de resistência a esses novos fármacos também (LEE et al., 2013). Os mecanismos de 

resistência aos antibióticos por bactérias são principalmente em quatro vias, incluindo mecanismos 

de diminuição da absorção do antibiótico, modificação ou destruição da molécula do antibiótico, 

inibição da ligação do antibiótico em seu sítio alvo e eliminação por meio de bombas de efluxo 

(Figura 13). 
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Figura 13: Mecanismos de resistência microbiana aos antimicrobianos. Esses mecanismos incluem 

diminuição da absorção dos antimicrobianos pela célula bacteriana, modificação ou destruição da 

molécula antimicrobiana, inibição da ligação em seu sítio alvo e eliminação por meio de bombas de 

efluxo. Imagem retirada de Antimicrobial resistance: Prevalence, economic burden, mechanisms of 

resistance and strategies to overcome (PULINGAM et al., 2022). 

 

Em 2014, a resistência aos antibióticos causou aproximadamente 700.000 mortes e estima-se 

que a população mundial até 2050 será entre 11 milhões e 444 milhões menor do que seria caso não 

existisse este problema de saúde global (O'NEILL et al., 2014). A Figura 14  mostra uma estimativa 

do número de mortes atribuíveis à resistência aos antibióticos até o ano 2050 para diferentes regiões 

do mundo. Existe uma disparidade substancial a nível mundial no padrão de resistência aos 

antibióticos, onde diferentes países enfrentam diferentes tipos de obstáculos. A variação na resistência 

aos antibióticos de cada país está relacionada com as variações no uso de antibióticos, onde o uso 

inadequado e excessivo contribuirá para o desenvolvimento da resistência aos antibióticos 

(O'NEILLet al., 2014; PULINGAM et al., 2022). 
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Figura 14: Estimativa do número de mortes causadas pela resistência aos antimicrobianos em 2050 

por todo o mundo. Imagem retirada de Antimicrobial resistance: Prevalence, economic burden, 

mechanisms of resistance and strategies to overcome (PULINGAM et al., 2022). 

 

De acordo com o perfil de resistência apresentado o patógeno pode ser classificado como: 

MDR (multi-drug resistant), XDR (extensively drug-resistant) e PDR (pan-drug-resistant). A 

resistência MDR foi definida como resistência adquirida a pelo menos um agente de três ou mais 

categorias antimicrobianas, a XDR é resistência adquirida a pelo menos um agente de todas as 

categorias antimicrobianas, exceto duas ou menos, enquanto a PDR foi definida como resistência 

adquirida a todas as categorias antimicrobianas (MAGIORAKOS et al., 2012). 

  Dentro da diversidade de mecanismos por meio dos quais K. pneumoniae desenvolve 

resistência aos antimicrobianos , os mais comumente descritos são as beta-lactamases de espectro 

estendido (BLSEs), que conferem resistência as cefalosporinas e monobactêmicos, e as 

carbapenamases, que conferem resistência a praticamente todos os antibióticos beta-lactâmicos 

disponíveis incluindo os antibióticos carbapenêmicos (PACZOSA et al., 2016). 

 A expressão das carbapenamases é ainda mais preocupante visto que os carbapenêmicos são 

a última linha de antibióticos efetivos para o tratamento de infecções causadas por K. pneumoniae 

multirresistentes (TZOUVELEKIS et al., 2012). Dentro das carbapenamases, KPCs são as 
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carbapenemases mais comuns e amplamente distribuídas (BRATU et al., 2005). Variantes esporádicas 

de blaKPC foram identificadas em 2006–2018 (≤7 relatadas por ano). No entanto, desde 2019, os 

relatos de variantes do blaKPC aumentaram dramaticamente. O número relatado entre 2019 e 2020 

excede a soma das variantes relatadas nos 17 anos anteriores (CARATTOLI et al., 2021). As variantes 

de blaKPC observadas em diversos países ao longo dos anos podem ser observadas na Figura 15. 

 

Figura 15: Variantes de Klebsiella pneumoniae carbapenamase (KPC). Os dados são calculados com 

base no número de variantes de KPCs registradas no Centro Nacional de Informações sobre 

Biotecnologia a cada ano em cada região. Imagem retirada de Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

variants: the new threat to global public health (DING et al., 2023). 

  

Dessa forma, a fim de enfrentar os desafios colocados pela propagação global da resistência 

antimicrobiana, vários estudos precisam ser realizados para conter as infecções causadas por estas 

bactérias. Além disso, no contexto das opções de tratamento limitadas atualmente disponíveis, há 

uma necessidade urgente de desenvolver diretrizes de tratamento para infecções causadas por esses 

patógenos. 



41 

2.4 Metabolismo de açúcares 

 O PTS (carbohydrate phosphotransferase systems) é um transportador de açúcar que medeia 

a captação de açúcar na célula bacteriana (POSTMA et al., 1993). O sistema PTS fosforila açúcares 

e os transporta para dentro da célula bacteriana para serem usados como fontes de energia e materiais 

para diversas atividades biossintéticas. As funções secundárias do PTS incluem a regulação da 

expressão de fatores de virulência por meio do controle metabólico e transcricional (SUNDAR et al., 

2017; FAN et al., 2019; HOUOT et al., 2010). 

 As bactérias possuem vários PTSs para translocar e fosforilar diferentes açúcares a depender 

da disponibilidade. Em geral, o PTS é formado pelo complexo de enzima I (EI), por uma proteína 

fosfocarreadora contendo histidina (HPr) e pelo complexo de enzima II (EII). EI e HPr são proteínas 

citoplasmáticas comuns a todos os PTSs, enquanto os complexos EII (contendo proteínas/domínios 

A, B, C e às vezes D – EIIA/ EIIB/ EIIC/ EIID) são específicos do açúcar e variam em cada PTS 

(Figura 16). As bactérias contêm vários complexos EII, E. coli, por exemplo, contém pelo menos 15 

complexos EII diferentes. Na maior parte dos PTS, o complexo EII consiste em duas 

proteínas/domínios solúveis (EIIA, EIIB) e uma proteína/domínio ligado à membrana (EIIC). No PTS 

do tipo manose, o complexo EII também contém EIID ligado à membrana. Os domínios EIIC e EIID 

facilitam a translocação de um substrato através da membrana celular. 
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 Para fosforilar o carboidrato na maioria dos casos de translocação por PTS, a cadeia de 

transferência do grupo fosforil começa com a autofosforilação de EI enquanto utiliza PEP 

(fosfoenolpiruvato) como substrato para fornecer esse grupo. Posteriormente, o grupo fosforil é 

transferido de EI para HPr. O HPr fosforilado fosforila um dos EIIA específicos de carboidratos, que 

então passa o grupo fosforil para seu cognato, EIIB. Finalmente, na maior parte dos PTS, o EIIB 

fosforilado transfere o grupo fosforil para o carboidrato ligado ao EIIC cognato (DEUTSCHER et al., 

2006) O esquema de fosforilação e transporte de carboidratos por PTS pode ser observado na Figura 

17. 

 

Figura 16: Alguns complexos EII específicos de alguns carboidratos. É representado o EII  específico 

de glicose, manitol, frutose, celobiose. Também é representado o processo de fosforilação de todas as 

proteínas envolvidas na internalização desses carboidratos. Imagem retirada de Sophisticated 

regulation of transcriptional factors by the bacterial phosphoenolpyruvate: Sugar 

phosphotransferase system (GALINIER et al., 2017). 
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Além do transporte de açúcar, os componentes dos PTS estão envolvidos em vários processos 

fisiológicos bacterianos. Por exemplo, o Crr (catabolite repression resistance) localizado no 

citoplasma, é um EIIA específico de glicose (EIIAGlc) do PTS em bactérias entéricas (DEUTSCHER 

et al., 2006) e está relacionado a processos regulatórios também. Foi demonstrado que esse Crr 

desfosforilado interage com a glicerol quinase (GlpK) e o sistema de transporte ABC de maltose / 

maltodextrina (MalK), levando à inibição do transporte de glicerol e maltose em E. coli e Salmonella 

enterica sorovar Typhimurium. Em E. coli, a forma desfosforilada de Crr também interage com a 

lactose permease (LacY) para prevenir a absorção de lactose na presença de glicose. Além disso, a 

 

Figura 17: Fosforilação e transporte de carboidratos pelo sistema PTS e sua integração com o processo 

de glicólise. O carboidrato fosforilado alimenta a glicólise, normalmente no nível de glicose-6-P ou 

frutose-6-P. Duas moléculas de PEP são geralmente formadas na glicólise, uma das quais é usada para 

conduzir o transporte e a fosforilação inicial do carboidrato. Como resultado, o estado de fosforilação 

das proteínas PTS depende tanto da concentração de carboidratos extracelulares quanto da quantidade 

de PEP internos. Imagem retirada de How Phosphotransferase System-Related Protein 

Phosphorylation Regulates Carbohydrate Metabolism in Bacteria (DEUTSCHER et al., 2006). 
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forma fosforilada/desfosforilada de Crr também liga-se à adenilato ciclase (AC), levando a um 

aumento/diminuição na síntese de AMPc, que é uma molécula cuja concentração celular afeta muitos 

genes catabólicos bacterianos (DEUTSCHER et al., 2014). Também verificou-se um envolvimento 

de Crr e EtcABC (um outro sistema EII) na síntese de CPS, afetando a produção da cápsula bacteriana. 

O Crr afeta negativamente os genes produtores de cápsula wzi e gnd enquanto o EtcABC afeta 

positivamente o gene galF também produtor de cápsula. Além disso, um sistema afeta o outro, Crr 

afeta negativamente o sistema EtcABC (Figura 18) .O Crr também aumenta a resistência bacteriana 

ao estresse oxidativo e a atividade bactericida dos fagossomos (PANJAITAN et al., 2021). 

                                                

 

 Dessa forma, observamos que além de transportar e fosforilar açúcares do meio ambiente, os 

componentes bacterianos do PTS desempenham vários papéis na fisiologia bacteriana. Esses dois 

sistemas EII  diferentes (Crr e EtcABC) afetam as atividades transcricionais de genes relacionados a 

 

Figura 18: Esquema da infuência de sistemas de EII na produção de CPS. Crr afeta negativamente a 

atividade de EtcABC. Contudo, EtcABC afeta positivamente a atividade transcricional de galF. Além 

disso, Crr afeta negativamente a atividade transcricional de wzi e gnd. Os papéis de galF, wzi e gnd 

estão envolvidos na síntese de CPS em K. pneumoniae. Imagem retirada de The PTS Components 

in Klebsiella pneumoniae Affect Bacterial Capsular Polysaccharide Production and Macrophage 

Phagocytosis Resistance (PANJAITAN et al., 2021) 
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produção de CPS, que é um fator de virulência essencial para a infecção por K. pneumoniae. Além 

disso, a regulação das atividades transcricionais de um complexo EII por outro componente PTS 

mostram uma resposta bacteriana complicada às flutuações ambientais da fonte de carbono. 

 Outros estudos também mostram a influência de PTS na imunomodulação. Nesses trabalhos, 

observou-se que os agrupamentos de genes PTS de manose, frutose e galactitol correlacionou-se 

positivamente com a capacidade de indução de Th1. Além disso, a análise metagenômica de amostras 

fecais de pacientes com doença inflamatória intestinal revelou que o PTS foi significativamente 

regulado positivamente (ATARASHI et al., 2019; GREENBLUM et al., 2012) . Esses achados 

sugerem que o gene PTS possui efeito imunomodulador, o que pode contribuir para a indução de 

células Th1. 

 Um outro mecanismo importante no metabolismo de açúcares é  o CCR (carbon catabolite 

repression) que regula a absorção de glicose e a repressão de genes necessários para a utilização de 

fontes de carbono menos preferidas (DEUTSCHER et al., 2008). O CCR é geralmente controlado 

pelo segundo mensageiro AMP cíclico (cAMP), que tem um papel fundamental na regulação genética 

global (SAIER et al., 1996). Bactérias cultivadas em glicose apresentam produção diminuída de 

AMPc, enquanto bactérias cultivadas em fontes de carbono menos preferidas produzem níveis 

elevados de AMPc (BOTSFORD et al., 1992; MCDONOUGH et al., 2012; PETERKOFSKY et al., 

2012). Para equilibrar os níveis intracelulares de AMPc, a adenilato ciclase CyaA e a AMPc 

fosfodiesterase CpdA são necessárias para a biossíntese e degradação de AMPc, respectivamente 

(BOTSFORD et al., 1992; MCDONOUGH et al., 2012).O alvo celular para sinalização de cAMP é 

a proteína receptora de cAMP (CRP) (BERG et al., 1988). Em E. coli, o CRP-cAMP atua como um 

regulador global da expressão gênica, controlando a expressão de quase 200 operons (GOSSET et al., 

2004; MARTINEZ-ANTONIO et al., 2003; ZHENG et al., 2004).   

Além da regulação dos genes do metabolismo do carbono, foi demonstrado que a sinalização 

do AMPc regula a expressão de vários genes que codificam fatores de virulência, como flagelos, 
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fímbrias, protease, exotoxina e sistemas de secreção em bactérias (BAGA et al., 1985; STELLA et 

al., 2008). 

 A  expressão de CRP-cAMP nas fímbrias tipo 3 é um desses processos que já foram descritos. 

Em K. pneumoniae, o estímulo externo de glicose reprime a função do CRP-cAMP , com isso, ocorre 

a elevação da concentração intracelular de c-di-GMP e a expressão de MrkH e MrkI, resultando em 

aumento da expressão de fímbrias tipo 3. Isso mostra a coordenação entre a sinalização CRP-cAMP 

e c-di-GMP na modulação da expressão de fímbrias tipo 3 (Figura 19) (LIN et al., 2016). 

 

 Dessa forma, podemos observar que o metabolismo de diferentes açúcares está intimamente 

ligado a expressão de cápsula, fímbrias do tipo 3 e outros fatores de patogenicidade de K. pneumoniae. 

 

 

Figura 19: Esquema da regulação da expressão de fímbrias do tipo 3 por CRP-AMPC  e c-di-GMP. 

A presença de glicose exógena reprime a função do CRP-cAMP e isso eleva a concentração 

intracelular de c-di-GMP e a expressão de MrkH e MrkI, resultando no aumento da expressão de 

fímbrias tipo 3. Imagem retirada de  CRP-cyclic AMP regulates the expression of type 3 fimbriae via 

cyclic di-GMP in Klebsiella pneumoniae (LIN et al., 2016). 
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3. Justificativa 

 Considerando a relevância clínica de linhagens hipervirulentas de K. pneumoniae como 

causadoras de bacteremias, abscessos e infecções sistêmicas em pacientes não imunocomprometidos 

é essencial identificar os mecanismos associados à expressão de fatores de virulência que promovem 

a colonização, sobrevivência e disseminação dentro do hospedeiro. A disponibilidade de nutrientes e 

fontes de carbono no interior do hospedeiro é específica de cada nicho fisiológico. Por esta razão, a 

bactéria utiliza diferentes fontes nutricionais que promovem a colonização e sobrevivência no 

hospedeiro. Assim, a expressão de fatores de virulência está interligada ao metabolismo de açúcares. 

Além disso, conhecer a respeito dos mecanismos associados à patogenicidade bacteriana contribuem 

fortemente ao desenvolvimento de abordagens terapêuticas às infecções causadas por K. pneumoniae 

visto que as opções atuais disponíveis são limitadas resultando em altas taxas de morbidade e 

mortalidade. 

 

4. Objetivos 

 

Objetivo Geral 

 

Identificar o papel da utilização de diferentes fontes de carbono por linhagens hipervirulentas de 

Klebsiella pneumoniae na expressão de fatores de virulência. 

 

Objetivos específicos 

 

- Determinar como a utilização de diferentes açúcares como única fonte de carbono atuam na 

promoção do crescimento bacteriano e na produção de biofilme; 

- Verificar como a utilização de diferentes fontes de carbono interfere na produção de sideróforos e 

sobrevivência em soro humana pelas linhagens bacterianas; 

- Verificar como a utilização de diferentes fontes de carbono interfere na expressão de genes 

associados à expressão de fatores de colonização. 
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5. Material e métodos 

 

- Desenho experimental 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 A execução do projeto foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa, diferentes carboidratos 

foram utilizados como fonte única de carbono para avaliação do crescimento bacteriano e produção 

de biofilme em 24 horas. Nessa primeira etapa, foram utilizadas as seguintes fontes de carbono: 

glicose, frutose, lactose, sorbitol, sacarose, maltose, galactose e manose. A partir disto, foram 

selecionadas 4 fontes de carbono para a realização dos experimentos subsequentes: biofilme em 5 

dias, produção de sideróforos, sobrevivência em soro humano e determinação da expressão dos genes 

de virulência mrkA (fímbria) e fucI (fucose isomerase). Para esta última etapa foram utilizados glicose, 

sorbitol, lactose e manose como fontes de carbono. 

 Para a realização dos ensaios, foram utilizadas duas linhagens bacterianas causadoras de 

bacteremia Kp 31 e Kp 34 e uma linhagem derivada de Kp 34 portadora de uma inserção do 

transposon TnPhoA no gene da fucose isomerase, linhagem M93. 
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 A abordagem foi utilizada para compararmos o efeito do metabolismo de diferentes fontes de 

carbono entre linhagens hipervirulentas (Kp 31 e Kp 34) e uma linhagem com o gene da fucose 

isomerase interrompido. Além disso, também procurou-se verificar as variações na expressão de 

fatores de virulência a depender da fonte de carbono utilizada. 

 

5.1 Isolamento, crescimento e armazenamento das linhagens bacterianas 

 Os isolados bacterianos de K. pneumoniae Kp 31 e Kp 34 foram obtidos de um paciente com 

bacteremia no Hospital Universitário de Brasília (HUB) em 2016. A cepa Kp 31 foi isolada de 

hemocultura e a Kp 34 foi isolada de cultura de swab retal. Kp 34 é produtora de 

hipermucoviscosidade. Após isolamento, estas estirpes foram cultivadas por 18 horas em meio Luria 

Bertani (LB) (Sigma Aldrich) líquido a 37 °C e, em seguida, armazenada em freezer -80 °C em meio 

LB com glicerol. 

 O isolado bacteriano M93 foi obtido a partir da inserção do transposon TnPhoA na linhagem 

Kp 34 no gene fucI (fucose isomerase) (TALOR et al., 1989; DAS et al., 2014).   

 A obtenção das linhagens foi realizada conforme aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

com Seres Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília (parecer número 

1.131.054 – CAEE 44867915.1.0000.5558). 

 

5.2 Meios de cultura e fontes de carbono 

5.2.1 Meio LB (SEZONOV et al.,  2007) 

 

 Meio de crescimento rico, utilizado para a manutenção e rápido crescimento de diversos 

microrganismos. Constituído de 

Triptona ....................................................... 10,00g 

Cloreto de sódio …………………................ 10,00g 

Extrato de levedura ...................................… 05,00g 

Água destilada ……………........................... 1000,00mL 
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5.2.2. Meio Mínimo modificado (SAMBROOK et al., 2001) 

 Utilizado em experimentos cujo principal objetivo é a observação da fisiologia celular e a 

expressão gênica, o Meio Mínimo M9 é um meio de crescimento microbiano formado por elementos 

inorgânicos conhecidos como sais minerais mínimos M9, que pode ser suplementado com diferentes 

aminoácidos, vitaminas e fontes de carbono. O meio é composto por : 

 

Fosfato de potássio monobásico anidro – KH2PO4 .................................... 60,00g 

Fosfato de potássio dibásico anidro – K2HPO4 .......................................... 14,00g 

Sulfato de amônio - (NH4)2 . SO4 ............................................................... 20,00g 

Sulfato de magnésio – MgSO4 . 7H2O ................................………............ 02,00g 

Água destilada…….................................................................................1000,00mL 

 

 Para realização dos experimentos, o meio M9 foi suplementado com 2% das seguintes fontes 

de carbono: D-Glicose, D(-)Frutose, Lactose, D(-)Sorbitol, D(+)Sacarose, D(+)Maltose, 

D(+)Galactose e Manose (Sigma Aldrich). 

 

5.3 Curva de crescimento 

 A curva de crescimento bacteriana foi realizada com o objetivo de analisar a sobrevivência e 

capacidade de multiplicação de isolados clínicos utilizando diferentes fontes de carbono. Para tanto, 

as cepas bacterianas foram cultivadas  a 37 ºC em meio LB e M9 suplementado com as fontes de 

carbono até que a densidade óptica (DO) no cumprimento de onda de 600nm fosse 0,1 (SEZONOV 

et al., 2007). Os valores de DO  foram medidos em espectrofotômetro (Pharmacia LKB Ultrospec III 

(Pharmacia, LKB; DG Apeldoorn, Holanda). Em seguida, 50 µL da cultura bacteriana foram 

adicionados a 150 µL do seu respectivo meio de cultura esterelizado em uma placa de 96 poços. A 

placa foi então incubada a 37 ºC por 24 horas em condições aeróbicas e estáticas com valores de DO 

medidos a cada 30 minutos no SpectraMax M3 (Molecular Devices, LLC; San Jose, Califórnia, EUA). 

Todas as curvas de crescimento foram realizadas em triplicata. 

 Para caracterizar o crescimento bacteriano foram utilizados parâmetros como taxa de 

crescimento (μ) e tempo de geração (g). A taxa de crescimento (μ) foi calculada usando a fórmula μ 
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= ln(OD2) - ln(OD1)/ t2 – t1 onde OD2 é o valor de DO (600nm) em 8 horas determinado como o 

tempo da fase log intermediária e OD1 é o valor de DO (600nm) em 0 horas. O tempo t2 é o tempo 

de 8 horas e t1 é o tempo de zero horas. 

 O tempo de geração foi calculado usando a fórmula g = ln(2)/μ onde μ é a taxa de crescimento 

calculada. 

 

5.4 Quantificação da produção de biofilme em superfície de poliestireno 

 A quantificação da produção de biofilme foi feita por meio da quantificação da densidade 

óptica conforme descrito por (STEPANOVIC et al., 2004). O experimento foi realizado em meios 

LB e M9 suplementado com as fontes de carbono já citadas e realizado em triplicata biológica. 

 Cada isolado foi previamente cultivado em meio de cultura a 37 °C até que a DO fosse 0,3. 

Em seguida, 150uL de meio de cultura estéril e 50uL de cada suspensão bacteriana foram adicionados 

a uma placa de poliestireno de 96 poços. A placa foi então incubada a 37 °C por 24 horas para 

formação de biofilme. Após esse tempo, o sobrenadante foi descartado e os poços lavados com 

solução salina (0,9%). A fixação foi feita colocando metanol por 15 minutos em cada poço. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e a placa deixada em temperatura ambiente até secar. Após a 

secagem, adicionou-se cristal violeta durante 5 minutos. Após esse tempo, o excesso de corante foi 

lavado com água corrente e a placa deixada em temperatura ambiente para secar. Após a secagem, 

foram adicionados 200 uL de ácido acético glacial (33%) para ressolubilizar o biofilme. A DO foi 

então medida utilizando o espectrofotômetro de microplacas SpectraMax em um comprimento de 

onda de 570 nm. 

 Para o ensaio de biofilme de 5 dias, a temperatura de incubação da placa para formação de 

biofilme foi de 25 °C e o tempo de incubação foi de 5 dias. 

 Para quantificar a produção de biofilme, foi feita uma média aritmética dos três valores de 

absorbância obtidos para cada amostra em cada triplicata biológica. 
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5.5 Quantificação da produção de sideróforos 

 A síntese de sideróforos é um mecanismo regulado pela presença de ferro e por isso as 

condições de crescimento bacteriano são essenciais para garantir a maior produção possível destas 

moléculas. Portanto, é fundamental que o meio de cultura possua uma quantidade mínima de ferro 

para evitar a inibição da síntese de sideróforos pelas bactérias. 

 Os sideróforos são encontrados no sobrenadante da cultura bacteriana e esse sobrenadante é 

utilizado em ensaios que permitem a quantificação dos sideróforos com base em suas propriedades 

funcionais e biológicas. 

 A quantificação da produção de sideróforos pelos isolados foi realizada de acordo com 

(PAYNE et al. 1994) utilizando a técnica Chrome Azurol S (CAS). Este método utiliza um complexo 

de corante de ferro que muda de cor quando o ferro é removido. Os sideróforos têm maior afinidade 

pelo ferro do que pelo corante, portanto, quando o sideróforo sequestra o ferro ocorre uma mudança 

na cor, do azul para o amarelo. 

 Primeiramente, os isolados são cultivados em caldo Muller Hinton e incubados a 37 °C por 

18 horas. Em seguida, a DO é ajustada para 0,1 e novo inóculo é feito em 10 ml de meio mínimo SSD 

sem ferro acrescido de 2% de cada fonte de carbono, também sem ferro. O novo inóculo é incubado 

no shaker a 37° C por 24 horas. 

 Após este período, a cultura é centrifugada, o sobrenadante é recolhido e filtrado através de 

uma membrana de 0,22 uM para remoção de quaisquer células bacterianas. O filtrado obtido é então 

liofilizado. Posteriormente, o extrato liofilizado é ressuspendido em 1 ml de meio SSD sem ferro. 

 Para a próxima etapa, são preparadas 2 soluções. Solução 1 contendo 0,6 ml de HDTMA, 0,15 

ml de solução de ferro e 0,750 ml de CAS. A solução 2 contém 0,43g de PIPES, 0,625 ml de NaOH 

e água MilliQ até um volume de 10 ml. A solução 2 deve ter o pH ajustado para 6,8. 

 Em seguida, as soluções 1 e 2 são misturadas para formar a solução 3. Utilizando uma placa 

de microdiluição de 96 poços, são adicionados 100 uL do extrato liofilizado ressuspendido em SSD 

sem ferro e 100 ul da solução 3. Em seguida, é realizada uma leitura em espectrofotômetro no 
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comprimento de onda de 630 nm. Se houver presença de sideróforos na amostra testada, eles 

sequestram o ferro e a amostra perde a cor azul, tornando-se mais amarelada. 

 O meio mínimo SSD é usado como branco e a solução 3 como referência. O cálculo para 

obtenção da quantidade de sideróforos é dado pela fórmula [(Ar – As)/Ar]*l00. Sendo Ar a absorção 

da referência e a absorção da amostra testada. 

 

5.6 Sobrevivência em soro humano 

 A abordagem descrita por (DELEO et al. 2017) foi utilizada para avaliar a taxa de 

sobrevivência das linhagens bacterianas em soro humano. 

 Foram coletadas amostras de sangue de 3 doadores saudáveis para obtenção do pool de soro 

a ser utilizado no experimento. As linhagens foram cultivadas em meio M9 acrescido de 2% da fonte 

de carbono escolhida, em estufa a 37 °C por 18 horas. Todos os isolados foram diluídos para uma DO 

de 0,3 correspondendo a aproximadamente 108 UFC/mL. As cepas foram submetidas à centrifugação 

por 4 minutos a 12.000 g e após a centrifugação, o pellet foi ressuspendido em 550 µL de soro humano. 

Em seguida, as linhagens bacterianas em soro humano foram agitadas a 60 rpm em uma incubadora 

mantida a 37 °C. Em cada tempo de coleta determinado (0, 30, 60, 90 e 120 minutos), 10 µL da 

suspensão foram coletados e diluídos em PBS. Em seguida, 10 uL das duas diluições finais foram 

plaqueados em ágar MacConkey e incubados durante 18 horas a 37 °C. Depois desse período, as 

unidades formadoras de colônia (UFC) foram contadas. 

 Para determinar a taxa de sobrevivência em porcentagem foi utilizada a fórmula (UFCf / 

UFC0)*100 em que UFCf  é a quantidade de colônias obtidas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos 

e UFC0  é sempre a quantidade de colônias obtidas no tempo de 0 minutos, ou seja, o inóculo 

bacteriano inicial. 
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5.7 qRT-PCR 

5.7.1 Desenho dos primers 

 O desenho dos iniciadores foi realizado utilizando o programa Primer tools IDT. Foram 

desenhados primers para 3 genes. Para o gene rrsH (RNA ribossomal da unidade 16S) utilizado como 

controle de expressão interna. Primers para o gene mrkA (fímbria) e o gene fucI (fucose isomerase). 

As sequências dos primers mencionados estão descritas na tabela seguinte. 

Gene Primers (5’ – 3’) 

rrsH GACGATCCCTAGCTGGTCTG 

GTGCAATATTCCCCACTGCT 

mrkA GCGGATACTTACCTGAAACC 

TGCTTACGTCATCCTGTTTAG 

fucI TCTATCGTCGACCACAACT 

CCAGCTCGGTTTCATCATAG 

 

5.7.2 Extração de RNA e síntese de DNA complementar (cDNA) 

 O RNA total foi extraído de amostras preservadas em fenol a -80 °C. As amostras preservadas 

eram bactérias crescidas até a DO de 0,3 em meio M9 suplementado com as fontes de carbono. As 

amostras congeladas em fenol foram purificadas e o RNA extraído com o kit ReliaPrep ™ miRNA 

Cell and Tissue Miniprep System (Promega) seguindo o protocolo do fabricante. 

 A qualidade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% e a concentração e pureza do RNA 

foi verificada com o NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Uma alíquota 

de 1 µg de RNA extraído foi utilizada para síntese de cDNA utilizando o kit SuperScript™ IV Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 

5.7.3 qRT-PCR 

 A análise da expressão gênica foi realizada utilizando o kit iTaqTM Universal SYBR® Green 

(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Cada reação foi realizada em um volume final de 10 μL, contendo 2 
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μL de uma diluição 1:20 de cada estoque de cDNA, 0,2 μM de cada primer e 5 μL do kit iTaqTM 

Universal SYBR® Green. Os ciclos de amplificação foram realizados em um termociclador ABI 

StepOneTM Real-Time PCR (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) 

de acordo com os seguintes parâmetros: uma fase inicial de duas etapas de 52°C por 2 minutos e 95°C 

por 10 minutos. Em seguida, 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 segundos e hibridização e 

extensão do primer a 60 °C por 60 segundos. 

 Três replicatas biológicas e três replicatas técnicas foram realizadas para cada gene. As 

temperaturas de melting foram determinadas usando o software StepOne v2.3 (Applied Biosystems, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 

 

5.8 Análises estatísticas 

 As análises estatísticas foram realizadas no GraphPad Prism v.10.0. Os testes aplicados foram 

ANOVA one-way e Kruskal-Wallis. 

 

6. Resultados e Discussão 
  

6.1 Curva de crescimento 

 Inicialmente, todas as linhagens foram cultivadas em LB e meio M9 suplementado com 

carboidratos específicos como fonte única de carbono durante 24 horas para o delineamento das 

curvas de crescimento das linhagens de K. pneumoniae. Como controle de crescimento, foi utilizado 

o meio M9 sem adição de qualquer fonte de carbono. Os resultados obtidos para os isolados são 

apresentados na Figura 20. 
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 A curva de crescimento dos isolados foi realizada durante um período de 24 horas em que a 

DO (600nm) foi medida a cada 30 minutos. As estirpes apresentaram crescimento diferente entre os 

meios utilizados e entre as cepas. Para a análise do crescimento microbiano foram calculados 

indicadores de taxa de crescimento específica (µ) e o tempo de geração bacteriano (g). Esses 

 

Figura 20: Crescimento dos isolados de K. pneumoniae Kp 31, Kp 34 e M93 em meio LB, meio M9 

suplementado com glicose, frutose, galactose, lactose, maltose, manose, sacarose, sorbitol e M9 sem 

adição de fonte de carbono. A fase logarítmica média da curva de crescimento foi observada entre o 

período de 0 e 8 horas. A fase logarítmica média de Kp 31 está representada em (A), de Kp 34 em 

(D) e M93 em (G). A taxa de crescimento específica (µ) calculada com base nesse período de 8 horas 

de crescimento está representada para Kp 31 em (B), Kp 34 (E) e M93 (H). O tempo de geração (g), 

que é o tempo que leva para a população bacteriana duplicar durante o crescimento logarítmico, está 

representada para Kp 31 em (C), Kp 34 (F) e M93 (I). Para determinar as diferenças significativas, 

os valores obtidos de taxa de crescimento e de tempo de geração foram comparados utilizando a 

glicose como o valor de referência. 
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indicadores são calculados utilizando-se um período da fase logarítmica de crescimento que foi 

determinado entres os tempos de 0 e 8 horas . 

 Podemos observar a fase exponencial de crescimento escolhida na Figura 20. Para Kp 31 (A) 

observamos um crescimento similar da linhagem em todos os meios e fontes de carbono testados. 

Para os isolados Kp 34 (D) e M93 (G) também observamos um crescimento similar para todos os 

meios testados exceto para o LB que nesses dois isolados apresentou crescimento mais acelerado a 

partir de 3 horas. 

 A taxa de crescimento (µ) foi calculada usando esta faixa de crescimento de oito horas. 

Podemos observar que para Kp 31 (B) a fonte de carbono em promoveu maior taxa de crescimento 

foi a manose, seguida de glicose e sacarose. Quando usamos a glicose como fonte de carbono de 

referência observam-se diferenças significativas (p<0,0001) dessa fonte com frutose, galactose, 

lactose, maltose, manose, sorbitol, LB e M9 sem adição de fontes de carbono . Em relação a sacarose 

também observamos diferenças significativas (p = 0,004) em relação a glicose. A taxa µ de Kp 34 (E) 

mostra LB e manose como os meios em que ocorreu maior crescimento. Utilizando o crescimento em 

glicose como referência observamos diferenças significativas com a lactose (p 0,0357), manose 

(p<0,0001) e LB (p<0,0001). Para a linhagem M93 (H) a taxa µ foi maior em sacarose, LB e manose. 

Comparando com a glicose observamos diferenças significativas com a frutose (p 0,0009), M9 sem 

fonte de carbono (p 0,0002), manose (p<0,0001), sacarose (p<0,0001) e LB (p<0,0001). 

  O tempo de geração (g) é o período necessário para uma população bacteriana duplicar durante 

o crescimento. Dessa forma, quanto menor for o valor encontrado, mais rápido a população bacteriana 

duplicou nas condições testadas. Em Kp 31 (C), o tempo de geração apresentou variações de acordo 

com a fonte de carbono utilizada, manose (g=2,578), glicose (g=2,808) e sacarose (g=3,022) foram 

os açúcares em que observou-se o menor tempo de geração, indicando que a duplicação bacteriana 

ocorreu mais rapidamente nesses três açúcares e corroborando os resultados obtidos da taxa µ. Se 

usarmos o tempo g da glicose como referência, observamos diferenças significativas (p<0,0001) com 

frutose, galactose, lactose, maltose, sorbitol, LB e M9 sem adição de carbono. Para Kp 34 (F) 
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observamos que o cultivo em LB apresentou o menor tempo de geração (g=2,483)  seguido de manose 

(g=3,022). Comparando com o valor de g em glicose é possível observar diferenças significativas no 

cultivo em frutose (p 0,0409), lactose (p 0,0349), manose (p<0,0001) e LB (p<0,0001). A linhagem 

M93 (I) apresenta menor tempo (g) em sacarose (g=2,732), LB (g=2,803) e manose (g=2,919). As 

diferenças significativas se apresentam em relação a frutose (p 0,0030), manose (p<0,0001), sacarose 

(p<0,0001), LB (p<0,0001) e M9 (p<0,0001). 

 No geral, podemos observar que o  crescimento bacteriano das linhagens utilizadas apresentou 

um melhor desempenho em cultivo em LB, glicose, manose e sacarose. 

 A capacidade de metabolizar fontes de carbono alternativas à glicose é um mecanismo que 

permitiu que bactérias entéricas superassem a resistência à colonização do trato intestinal (KHAN et 

al., 2021). Assim, podemos observar a capacidade de K. pneumoniae de crescer em uma diversidade 

de fontes de carbono (Figura 20). Além disso, há estudos que também mostram o crescimento de K. 

pneumoniae em vários açúcares, como fucose, glicose (HUDSON et al., 2022), frutose, maltose (LIN 

et al., 2018). 

 Bactérias patogênicas presentes no intestino são capazes de utilizar moléculas de fucose, 

galactose, ácido siálico, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina e manose que estão presentes 

em grandes quantidades neste local para promover seu crescimento (RAKOFF-NAHOUM -  et al., 

2014). Estudos com K. quasipneumoniae mostrando o crescimento bacteriano em diversos 

carboidratos como arabinose, manose, ribose, fucose, glicose, galactose entre outros, mostraram 

melhor desempenho de crescimento em glicose e a manose ficou como o quarto carboidrato em que 

houve maior crescimento entre as 14 fontes testadas (MIKI et al., 2024). Em estudos com K. 

pneumoniae, entre glicose, frutose e maltose, o melhor crescimento ocorreu em maltose (LIN et al., 

2018). Lendenmann em 1996 também mostrou o crescimento de E. coli em vários açúcares como 

glicose, galactose, maltose, ribose, arabinose e frutose e a capacidade deste microrganismo de crescer 

usando simultaneamente as seis fontes de carbono testadas. 
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 No entanto, embora as bactérias tenham a capacidade de utilizar simultaneamente diferentes 

fontes de carbono para o seu crescimento, estudos mostram que existe uma preferência na ordem de 

utilização de cada fonte de carbono disponível e esta ordem de preferência varia dependendo da cepa 

bacteriana (FABICH et al. , 2008). Um estudo clássico mostrou que E. coli presente na microbiota 

intestinal utilizava preferencialmente glicose quando glicose e lactose estavam disponíveis (LOOMIS 

et al., 1967). Isso porque para utilizar um açúcar diferente da glicose, o microrganismo precisaria 

gastar mais energia para mobilizar proteínas e transportadores para transformar essas moléculas em 

glicose ou outros derivados para serem utilizados no processo de glicólise. Contudo, isto não significa 

que a glicose seja sempre a fonte de carbono na qual as bactérias apresentam maior desempenho no 

seu crescimento. Streptococcus thermophilus, por exemplo, apresenta maiores taxas de crescimento 

ao utilizar a lactose e não  glicose (VAN DEN BOGAARD et al., 2000) indicando que a adaptação a 

cada nicho pode resultar na escolha de qualquer carboidrato como substrato preferido. Portanto, é 

possível verificar a diferença de crescimento em cada fonte de carbono e entre cada uma das cepas 

do nosso estudo. 

 Além disso, cada microambiente do corpo humano possui disponibilidade nutricional 

específica para cada microrganismo. Por exemplo, a nasofaringe possui um ambiente rico em mucinas 

que contêm galactose, N-acetilglucosamina e manose, enquanto a corrente sanguínea é rica em 

glicose (APRIANTO et al., 2018) (HOBBS et al., 2018). Com base nesses ambientes, com base no 

tipo de fontes de carbono disponíveis, observa-se, por meio de análises transcriptômicas, uma 

regulação positiva de certos genes importantes para a captação e metabolismo desses açúcares 

disponíveis (WERREN et al., 2023). 

 Outro fator de grande relevância relatado na literatura é que o metabolismo do carbono e a 

regulação da virulência bacteriana estão interligados e devem ser considerados em conjunto no 

processo de infecção bacteriana do hospedeiro (POKORZYNSKI et al., 2023). Estudos mostram que 

em bactérias Gram-negativas a regulação da utilização da fonte de carbono está associada à divisão 

celular, produção de toxinas, adesão celular, evasão do sistema imunológico, colonização e 
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mobilidade intestinal e tudo isso impacta significativamente o processo de infecção do patógeno 

(SLOAN et al. , 2022). Portanto, a disponibilidade de carbono para a multiplicação bacteriana não é 

o único fator a ser considerado no processo de patogênese, e o crescimento acelerado muitas vezes 

não é a melhor estratégia de sobrevivência no interior do hospedeiro. Salmonella crescem lentamente 

no interior de células eucarióticas, pois para garantir sua sobrevivência dentro dessas células é 

necessária a coordenação entre o uso de nutrientes, a expressão de fatores de virulência e a evasão 

dos sistemas microbicidas do hospedeiro (TIERREZ et al., 2005). 

 A fonte de carbono também desempenha um papel importante na ativação de mecanismos de 

resposta ao estresse. Estudos com Listeria monocytogenes mostraram que o crescimento desta 

bactéria na lactose a tornou mais resistente ao calor e ao estresse ácido e também aumentou sua 

capacidade de invadir células eucarióticas (TAPIA et al., 2020). 

 Dessa forma, conforme os estudos do presente trabalho e o descrito na literatura, podemos 

observar que não existe uma uniformidade para o crescimento bacteriano nas diferentes fontes de 

carbono testadas. Ocorrem variações no crescimento a depender da espécie, da cepa bacteriana, do 

local de isolamento e de outros fatores. Entre as linhagens usadas nesse trabalho, observamos 

desempenhos diferentes entre elas a depender da fonte de carbono utilizada. 

 

6.2 Quantificação da produção de biofilme em 24 horas 

 O seguinte experimento foi realizado para continuar a caracterização inicial dos isolados em 

diferentes meios e fontes de carbono. Os resultados da quantificação de biofilme de 24 horas são 

mostrados na Tabela 1. 
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Tabela 1: Média aritmética e desvio padrão (DP) da DO (570 nm) na formação de biofilme das 

linhagens de Klebsiella pneumoniae Kp 31, Kp 34 e M93 em 24 horas. Os meios de cultura utilizados 

foram LB e meio M9 mais 2% das seguintes fontes de carbono, glicose, frutose, galactose, lactose, 

maltose, sacarose, manose e sorbitol. 

Meio de cultura Kp 31 

(Média ± DP)     

Kp 34 

(Média ± DP) 

M93 

(Média ± DP) 

M9 + 2% Glicose 0,189 ± 0,049 0,142 ± 0,022 0,176 ± 0,056 

M9 + 2% Frutose 0,420 ± 0,107 0,174 ± 0,054 0,205 ± 0,045 

M9 + 2% Galactose 0,175 ± 0,013 0,111 ± 0,031 0,185 ± 0,016 

M9 + 2% Lactose 0,503 ± 0,129 0,618 ± 0,096 0,701 ± 0,072 

M9 + 2% Maltose 0,520 ± 0,045 0,221 ± 0,039 0,279 ± 0,022 

M9 + 2% Sacarose 0,488 ± 0,008 0,162 ± 0,044 0,417 ± 0,078 

M9 + 2% Manose 0,856  ±  0,050 0,498  ± 0,066 0,736  ±  0,033 

M9 + 2% Sorbitol 0,727  ±  0,025 0,274  ±  0,099 0,592  ±  0,037 

LB 0,682  ±  0,044 0,603  ±  0,063 0,701  ±  0,042 

 

 Em relação a esse experimento, observamos que as três linhagens são capazes de produzir 

biofilme nas condições testadas. Também observamos que a produção de biofilme foi maior em meio 

LB. Contudo, observamos que em todas as condições testadas Kp 31 e M93 produziram mais biofilme 

do que Kp 34, exceto em meio M9 suplementado com lactose, em que Kp 34 apresentou uma 

quantidade maior de biofilme do que Kp 31 (Tabela 1). 

 Em uma análise individual, observa-se que Kp 31 apresentou maior produção de biofilme em 

manose e  sorbitol. Para Kp 34 isso ocorreu com lactose e manose e para M93 as fontes foram manose 

e lactose. Vemos que a manose para os três isolados foi protagonista na produção de biofilme em 24 
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horas. A lactose foi um denominador comum para Kp 34 e M93 e o sorbitol um protagonista para Kp 

31, embora também tenha sido uma fonte de carbono com expressiva produção para Kp 34 e M93, 

ficando após os principais, lactose e manose. 

 Dessa forma, após a análise dos experimentos de curva de crescimento e biofilme de 24 horas, 

optamos por continuar as próximas etapas com as fontes de carbono: glicose, sorbitol, lactose e 

manose. 

 Estudos já estabeleceram uma relação entre o fenótipo de hipermucoviscosidade e biofilme. 

Estabeleceu-se que não há correlação entre hipermucoviscosidade e aumento da produção de biofilme 

(ZHENG et al., 2018) (SOTO et al., 2017), o que podemos observar em nossos resultados já que as 

cepas que possuem maior produção de biofilme são Kp 31 e M93 que não apresentam o fenótipo 

hipermucóide. A única fonte de carbono em que Kp 34 apresentou maior produção de biofilme do 

que uma linhagem não hipermucoide foi em lactose. Nas demais fontes, Kp 34, que possui   

hipermucoviscosidade, apresentou menores níveis de produção de biofilme. O que se observa na 

literatura é que a quantidade de cápsula produzida pelo fenótipo hipermucóide pode impedir a 

formação de biofilme, pois cobriria as fímbrias prejudicando suas propriedades de adesão e evitando 

assim o estabelecimento de biofilme (BUFFET et al., 2021). 

 As diferenças de fontes de carbono utilizadas podem  produzir diferenças na composições, na 

biomassa do biofilme  bem como na sua arquitetura (RAJEWSKA et al., 2024). Estudos relatam o 

efeito das concentrações de glicose na inibição ou aumento da expressão do gene mrkA em isolados 

clínicos de K. pneumoniae  levando a maior ou menor produção de biofilme na presença deste açúcar 

(LIN et al., 2016; HORNG et al., 2023). Horng identificou que, em alguns de seus isolados, em LB 

adicionado de 2% de glicose houve redução drástica na produção de biofilme quando comparado ao 

LB sem adição de glicose. Porém, nos demais isolados ocorreu comportamento inverso. Portanto, o 

aumento ou diminuição da produção de biofilme neste açúcar variou dependendo do isolado. 

Em nosso trabalho, observamos que para todas as nossas linhagens houve de fato menor 

produção de biofilme na presença de glicose em relação à produção em LB. Essa diminuição do 
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biofilme na presença de glicose diverge do mecanismo descrito na literatura de que esse açúcar 

reprime a função do CRP-cAMP que dessa forma permite aumento da quantidade intracelular de c-

di-GMP e a consequente expressão de MrkH e MrkI, resultando em alta expressão de fímbrias tipo 3 

e maior formação de biofilme (HORNG et al., 2023). Esse mesmo mecanismo que afeta os níveis 

intracelulares de  c-di-GMP e a formação de biofilme é observado em Salmonella enterica serovar 

Typhimurium só que o açúcar que realiza essa modulação é a L-arabinose (VASICEK et al., 2021). 

Para Vibrio parahaemolyticus também ocorre a modulação da produção de biofilme por esse açúcar 

além de alterações também da taxa de crescimento, da produção de CPS, da motilidade e da produção 

de c-di-GMP. Os dados de RNA-seq revelaram alterações significativas nos níveis de expressão de 

752 genes na presença de L-arabinose (ZHANG et al., 2023). Dessa forma, a produção de biofilme 

em diversas fontes de carbono podem ser reguladas por diversos mecanismos e alterar uma variedade 

de aspectos fisiológicos do microrganismo . 

 Estudos com Escherichia coli também mostraram o efeito de alguns compostos na formação 

do biofilme. O biofilme de E. coli foi tratado com xilitol, lactose e glúten e verificou-se que essas 

moléculas são capazes de causar a inibição da formação de biofilme. A lactose para K. pneumoniae 

parece favorecer a produção de biofilme já que é uma das fontes em que obtivemos os maiores valores 

(KWIECINSKA-PIRÓG et al., 2024). 

 A capacidade de maior ou menor produção de biofilme a depender da fonte de carbono 

presente pode ser devido a mudanças na composição do exopolissacarídeo (EPS), foi o que 

determinou um estudo com Tetragenococcus halophilus. Na presença de sacarose ocorria uma 

melhora na capacidade de produção de biofilme e isso ocorria por conta da alteração da composição 

de monossacarídeos do EPS aumentando a proporção de glicose e galactose na composição. E em 

condições de estresse por sal ocorria, com a adição de sacarose, mudanças na proporção de ramnose, 

galactose e arabinose na composição monossacarídica do EPS e regulação negativa da proporção de 

glicose e manose (YAO et al., 2024). Com isso, observamos a plasticidade da composição de EPS na 

presença de algumas substâncias e como isso é capaz de afetar na produção de biofilme. 
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 Outro fator a se considerar é a relação entre a multirresistência antimicrobiana e a capacidade 

de formar biofilme fraco, moderado ou forte. Os dados da literatura divergem, indicando casos de 

uma relação positiva de maior capacidade de produzir biofilme forte para isolados que são MDR 

(YANG et al., 2008; SUBRAMANIAN et al., 2012; SANCHEZ et al., 2013; BOCANEGRA- 

IBARIAS et al., 2017) assim como casos de correlação negativa em que isolados MDR portadores 

de KPC apresentaram alta prevalência de fraca produção de biofilme (CUSUMANO et al., 2019). 

 As linhagens utilizadas em nosso trabalho são XDR e produtoras de  KPC. Houve variação na 

capacidade de produzir  biofilme forte dependendo da fonte de carbono. Para Kp 31, Kp 34 e M93 

usando os critérios de STEPANOVIC et al., 2004 para classificar o biofilme formado, houve variação 

entre produção de biofilme fraco, moderado e forte, a depender da cepa e do açúcar utilizado. Isso 

nos mostra que a resistência antimicrobiana de forma isolada não é capaz de determinar a capacidade 

de produção de biofilme em nossos isolados. 

 Além disso, estudos com Enterococcus e Lactococcus mostram uma capacidade crescente de 

produção de biofilme com o aumento das concentrações de glicose e lactose utilizadas mostrando 

também a influência da fonte de carbono nesse fator de virulência (AKOGLU et al., 2020). Outros 

estudos também mostram que outros açúcares como a fucose, por exemplo, são capazes de modular 

positivamente vários fatores como a hipermucoviscosidade, a produção de biofilme e a autoagregação 

de K. pneumoniae (HUDSON et al., 2022). 

 Dessa forma, podemos observar que existem variações da produção de biofilme a depender 

da fonte de carbono utilizada, mostrando que o metabolismo de açúcares é capaz de modular a 

virulência bacteriana. 

 

6.3 Quantificação da formação de biofilme em 5 dias 

 Após a triagem inicial, foram selecionados 4 fontes de carbono nas quais as linhagens 

apresentaram menor g e maior produção de biofilme: glicose, sorbitol, lactose e manose. 
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 Assim, o teste de produção de biofilme foi novamente realizado em novas condições: 5 dias 

sob temperatura diferente (25 °C). Os resultado são mostrados na Figura 21. 

 

 Avaliando a capacidade de produção de biofilme durante 5 dias em temperatura de 25 ºC 

observamos que a Kp 31 apresenta intensa produção de biofilme em glicose (A), sorbitol (B), lactose 

(C) e manose (D). Essa produção mostra-se muito superior à produção de Kp 34 e M93 que 

apresentam uma produção bem mais baixa e semelhante entre esses dois isolados. Em incubação nas 

quatro fontes de carbono testadas observam-se diferenças significativas (p<0,05) na produção entre 

Kp 31 e Kp 34 e também entre Kp 31 e M93. Kp 34 e M93 apresentam resultados de produção mais 

próximos dos resultados obtidos no biofilme de 24 horas, com os valores de DO 600 variando entre 

0,2 e 0,5. Contudo, os valores encontrados para Kp 31 mostram-se muito superiores aos encontrados 

em biofilme de 24 horas, mostrando valores entre 3,4 e 4,0. Dessa forma, podemos observar que Kp 

 

Figura 21: Formação de biofilme de 5 dias em temperatura de 25 ºC das linhagens Kp 31, Kp 34 e 

M93 em meio M9 suplementado com as seguintes fontes de carbono: glicose (A), sorbitol (B), lactose 

(C) e manose (D). 
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31 possui grande capacidade de formação de biofilme a longo prazo e em temperaturas inferiores a 

30 °C. 

 As bactérias respondem a mudanças no seu ambiente externo, como a temperatura, alterando 

a transcrição dos seus genes. Usando técnicas de RNA-seq para estudar a resposta transcricional a 

uma mudança de 37 °C para 15 °C em E. coli, Salmonella enterica, Citrobacter rodentium, 

Enterobacter cloacae, K. pneumoniae e Serratia marcescens, Hoang descobriu que essas espécies 

alteram a transcrição entre 626 e 1057 genes em resposta à mudança de temperatura. Contudo, havia 

apenas 16 genes cuja expressão foi alterada em comum entre as seis espécies, mostrando que a 

modulação gênica não acontece da mesma maneira em resposta à mesma mudança ambiental (HONG 

et al., 2024). 

 Já se tem descrita a relação entre temperatura e tempo de formação do biofilme. Esses estudos 

mostram que a temperatura e o tempo desempenham um papel importante na formação desta estrutura, 

indicando que biofilmes significativamente mais densos foram quantificados a 37 °C quando 

comparados  àqueles a 25 ºC. Além disso, vemos que  biofilmes de maior biomassa foram detectados 

5 dias após a inoculação quando comparado áqueles quantificados 1 dia pós-inoculação, indicando 

que para maior produção de biofilme a temperatura ideal é de 37 °C e o tempo de 5 dias para formação 

de biofilme (SOTO et al., 2017; GUAL-DE-TORRELLA et al., 2022). Nossos resultados estão de 

acordo parcialmente com os dados da literatura já que o biofilme formado em 5 dias, embora em 

temperatura menor de 25 ºC, apresentou maior biomassa para Kp 31 em todas as fontes de carbono 

testadas (glicose, sorbitol, lactose e manose). Para Kp 34 e M93 isso ocorreu em glicose e sorbitol, 

mas o biofilme formado em lactose e manose dessas linhagens foi maior no biofilme de 24 horas. 

 Quando comparamos o comportamento das 3 linhagens , vemos que no biofilme de 5 dias em 

todas as fontes de carbono testadas,  Kp 31 teve uma capacidade muito superior em comparação a Kp 

34 e M93 para formação de biofilme. 

 Um estudo realizado com E. coli mostrou que o impacto da L-ramnose varia com a 

temperatura e as condições do meio. Em meio rico a 37 °C, a L-ramnose reduz a formação de biofilme 
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e diminui a concentração de carboidratos EPS quando comparado a temperatura de 28 °C. Essas 

alterações são acompanhadas pelo aumento da expressão de genes envolvidos no transporte e 

metabolismo da ramnose e pela redução da expressão de genes relacionados à adesão e formação de 

biofilme (HANTUS et al., 2024). 

 Outro estudo para verificar a formação de biofilme com E. coli patogênica para aves (APEC) 

verificou que dentre as condições testadas que incluiam diferenças de temperatura ( 37 °C e 25 °C) e 

diferenças nutricionais (meio LB ou meio M9 com diferentes carboidratos), a habilidade de formação 

de biofilme foi maior a 25 °C em meio LB, contudo a formação de biofilme mais forte foi em M9 

suplementado com glicose a  37 °C (HU et al., 2022). Isso mostra que fatores nutricionais e 

ambientais possuem grande relevância nesse fator de virulência bacteriano. 

 Um trabalho realizado com Vibrio vulnificus comparou a formação de biofilme e crescimento 

em linhagens clínicas e em linhagens ambientais desse patógeno em diferentes condições. Nessa 

comparação observou-se que em diferentes temperaturas (24, 30, e 37 °C) e em diferentes pH (5.5, 

7.5, e 8.5) as linhagens clínicas obtinham mais êxito no crescimento e na formação de biofilme do 

que linhagens ambientais mostrando que a maior produção de biofilme em condições adversas parece 

ser uma característica de linhagens clínicas e pode ser considerada um determinante de virulência em 

V. vulnificus (ÇAM et al., 2020). Dessa forma, linhagens clínicas estariam mais aptas a sobreviver e 

expressar seus fatores de virulência em condições mais desafiadoras do que linhagens ambientais. 

 A temperatura de formação de biofilme indica o maior sucesso de formação a 25 ºC para 

clones de alto risco, cepas que não sejam clones de alto risco teriam baixa probabilidade de formação 

de biofilme nesta temperatura (GUAL-DE-TORRELLA et al., 2022). As linhagens testadas em nosso 

estudo pertencem ao clone ST11, considerado um clone internacional de alto risco de disseminação 

(DAMJANOVAamjanova et al., 2008; ANDRADE et al., 2014), explicando a capacidade dos 

isolados de formarem biofilme nesta temperatura. 

 Por fim, ainda existem estudos que correlacionam a produção de hipermucoviscosidade e a 

produção de biofilme com a temperatura. Nesses estudos foi notado um aumento da virulência 
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bacteriana em temperaturas elevadas de 40 °C e 42 °C em comparação com temperaturas mais baixas 

de 28 °C e 37 °C. Isso porque nas temperaturas mais elevadas (40 °C e 42 °C)  a linhagem de K. 

pneumoniae usada passou de um fenótipo de cápsula habitual para um fenótipo hipermucoide  e 

aumentou a sua capacidade de formação de biofilme em superfície abiótica, mostrando que 

temperaturas bem acima dos 37 °C do hospedeiro podem influenciar em aspectos que aumentam a 

virulência do patógeno (MULLER et al., 2024). 

 Dessa forma, podemos observar que o tempo de formação, a temperatura, a fonte de carbono 

afetam a produção de biofilme e que existem outros fatores, talvez relacionados a fatores intrínsecos 

da própria linhagem, que também podem influenciar nesse processo. 

 

6.4 Quantificação da produção de sideróforos 

 A quantificação da produção de sideróforos foi realizada de acordo com (PAYNE et al. 1994) 

usando a quantificação pelo método Cromo Azurol S. O experimento foi realizado em meio M9 

suplementado com cada uma das quatro fontes de carbono. Os resultados obtidos estão na Figura 22. 
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Figura 22: Quantificação da produção de sideróforos pelas linhagens bacterianas Kp 31, Kp 34 e M93. 

A produção foi quantificada em M9 suplementado com glicose (A), sorbitol (B), lactose (C) e manose 

(D). A quantificação foi utilizada usando a fórmula ((Ref-amostra)/ref)*100 com Ref sendo a 

absorção da referência e amostra sendo a absorção da amostra testada. 

 Analisando os resultados obtidos verifica-se que ocorre a produção de sideróforos para todos 

as linhagens em todas as fontes de carbono testadas. Em glicose (A) podemos observar maior 

produção de sideróforos de Kp 31 e M93 mostrando diferenças significativas  em relação à produção 

de  Kp 31 e Kp 34 (p 0,0015) e entre Kp 34 e M93 (p 0,0012). Em sorbitol (B) vemos uma produção 

uniforme de sideróforos entre os isolados sem diferenças significativas entre eles. Utilizando a fonte 

de carbono lactose (C) vemos novamente uma produção maior de Kp 31 e M93 mostrando uma 

diferença significativa entre Kp 31 e Kp 34 (p 0,0007) e diferenças significativas também entre Kp 

34 e M93 (p 0,0078). Analisando a produção em manose (D) ocorre uma inversão em que Kp 34 

passa a produzir mais sideróforos do que os outros isolados, dessa forma observam-se diferenças 

siginificativas  entre Kp 31 e M93 (p 0,0299) e entre Kp 34 e M93 (p 0,0122). 
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 De forma geral, verifica-se produção de sideróforos em elevada quantidade nas três linhagens 

bacterianas cultivadas em todas as fontes de carbono testadas. 

 Além da importância da aquisição de ferro para a multiplicação bacteriana, estudos mostram 

que essas moléculas possuem outras funções que são de grande importância para a virulência 

bacteriana. Zhang mostrou que o sideróforo de K. pneumoniae induz resistência bacteriana à 

ciprofloxacina, reduzindo o nível de estresse oxidativo. Outro estudo também mostrou que a 

enterobactina de E. coli tem efeito protetor contra o estresse oxidativo, sugerindo que existe uma 

correlação entre sideróforos e estresse oxidativo (PERALTA et al., 2016; ZHANG et al., 2017). 

 Os sideróforos são um fator de virulência bacteriana muito importante, estudos mostram que 

este é um importante marcador de hipervirulência bacteriana, uma vez que as cepas hvKp secretam 

maiores quantidades de sideróforos do que as cepas clássicas de K. pneumoniae (cKp) (RUSSO et al., 

2011). Além disso, estudos também descobriram que níveis elevados de produção de sideróforos 

estão associados a doenças graves ou morte em modelos de sepse murina (RUSSO et al., 2018). Outro 

fator de virulência afetado pela produção de sideróforos é a produção de biofilme. Estudos indicam 

que a presença de ferro é necessária para a produção de biofilme (CHEN et al., 2020), assim, observa-

se a importância dos sideróforos para a captação de ferro e consequente produção de biofilme. 

 A multirresistência bacteriana também pode ter essas moléculas como aliadas, Farzand   

mostrou que o importador de sideróforo reduz a suscetibilidade antimicrobiana de K. pneumoniae, 

sugerindo que além da função de sequestradores de ferro, essas moléculas podem ter uma função 

secundária exportando antimicrobianos. Em nossos isolados temos produção de grandes quantidades 

de sideróforos associadas à multirresistência (FARZAND et al., 2021). 

 

6.5 Sobrevivência em soro humano 

 A capacidade de sobrevivência dos isolados em soro foi avaliada como descrito por (DELEO 

et al., 2017) com base na contagem de unidades formadoras de colônia (UFC) e na porcentagem de 

sobrevivência após diferentes tempos de incubação em soro humano. As linhagens bacterianas antes 
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da incubação em soro foram cultivadas por 18 horas em meio M9 suplementado com as fontes de 

carbono selecionadas. Os resultados obtidos estão mostrados na Figura 23. 

 

 

 Em relação a capacidade de sobrevivência dos isolados em soro humano durante um período 

de 120 minutos, podemos observar que Kp 31 consegue sobreviver durante esse período em soro. 

 

Figura 23: Sobrevivência dos isolados de Kp 31, Kp 34 e M93 em incubação em soro humano por 

120 minutos. Os isolados foram previamente cultivados em M9 suplementado com glicose, sorbitol, 

lactose e manose. O resultado da quantidade de UFC recuperadas após o período de incubação de Kp 

31 está em (A) enquanto a porcentagem de sobrevivência desse isolado no soro está em (B). Da 

mesma forma, a quantidade de UFC de Kp 34 em (C) e a porcentagem de sobrevivência em (D). Para 

M93 a quantidade de UFC está em (E) e a porcentagem em (F). 
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Contudo, Kp 34 e M93 não conseguem sobreviver e apresentam um declínio populacional bacteriano 

já nos primeiros 30 minutos de incubação em soro. 

 A linhagem bacteriana Kp 31 apresentou em (A) a quantidade de UFCs recuperadas ao longo 

dos 5 pontos de coleta nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Podemos observar que, inicialmente, 

nas fontes de carbono glicose, sorbitol e lactose ocorre uma redução  do número de UFCs recuperadas 

nos primeiros 30 minutos. Contudo, no tempo de 60 minutos há um aumento no número de UFCs. 

Em 90 minutos continua a haver um aumento de UFCs em incubação em glicose e lactose enquanto 

em sorbitol percebemos um declínio . No tempo final de 120 minutos, glicose e lactose continuam 

com aumento da quantidade de UFCs enquanto sorbitol continua apresentando declínio. Em manose 

o comportamento que observamos é de aumento de UFCs até o tempo de 90 minutos e no ponto final 

de 120 minutos começa a acontecer uma diminuição de UFCs recuperadas. 

Na figura 23 (B) nós conseguimos observar essas flutuações de sobrevivência bacteriana da 

Kp 31 em porcentagem. Podemos perceber que quando as linhas estão acima do valor de 100% está 

ocorrendo a sobrevivência e multiplicação bacteriana e abaixo desse valor nota-se morte bacteriana. 

Podemos concluir então que em glicose e lactose próximo aos 120 minutos de incubação ocorreu a 

sobrevivência e aumento da população bacteriana no soro. Em manose, apesar de ao final dos 120 

minutos começar a ocorrer uma diminuição da quantidade bacteriana, ainda não havia ocorrido 

declínio populacional para valores inferiores ao inóculo bacteriano inicial. Em incubação em sorbitol 

ocorreu sobrevivência bacteriana só que sempre abaixo da quantidade da população inicial indicando 

que houve morte de parte da quantidade de bactérias. 

 Para Kp 34 (C e D) e M93 (E e F) podemos ver um comportamento bastante similar, ambas 

as linhagens bacterianas não são capazes de sobreviver em soro humano. Podemos observar que a 

partir de 30 minutos ocorre um declínio abrupto indicando a morte da população bacteriana. Em M93 

podemos ver que uma quantidade bem pequena de bactérias sobrevive em lactose, mas a partir de 90 

minutos não se observa mais nenhuma sobrevivência. 
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 Dessa forma, podemos concluir que Kp 31 é capaz de sobreviver em soro pelo tempo de 120 

minutos em todas as fontes de carbono testadas. Enquanto que Kp 34 e M93 não sobrevivem em soro 

humano pelo mesmo período. 

 A resistência de Klebsiella ao soro humano é estudada há muito tempo, em 1991 Podschun 

realizou um estudo comparando diferentes cepas de K. pneumoniae e K. oxytoca isoladas de 

diferentes fontes como hospitais, fezes e ambiente. Nestes estudos, encontrou diferentes capacidades 

de resistência ao soro dependendo da espécie e do local onde foi isolada, porém, observou-se que os 

isolados clínicos apresentavam alta capacidade de resistência ao soro. Kp 34 é um dos nossos isolados 

clínicos que não parece ter resistência ao soro humano. A cepa Kp 31 parece resistir relativamente 

bem ao período de incubação testado em soro. 

 O sistema complemento presente no soro humano é o que ajuda a promover a eliminação 

bacteriana, seja aumentando a atividade das células fagocíticas ou promovendo a lise bacteriana 

através da formação do complexo de ataque à membrana. Klebsiella possui sistemas para escapar do 

sistema complemento do soro, como a cápsula polissacarídica que funciona como uma barreira física 

às moléculas presentes no soro (AMAKO et al., 1988) e o LPS que protege as bactérias contra a morte 

mediada pelo complemento (MERINO et al., 1992). 

 Um estudo recente de 2021 (BALLÉN et al., 2021) estudou 127 cepas de K. pneumoniae 

isoladas de urina, trato respiratório ou sangue e esses isolados foram caracterizados em relação a 

diversos fatores de virulência, incluindo resistência ao soro. Neste estudo, observou-se que destes 

isolados, mais de 50% eram altamente resistentes ao soro. Outros estudos realizados por (GAO et al., 

2020) mostram que dos 47 hvKp analisados, quase 50% eram resistentes ao soro. Como resultado, 

podemos observar uma quantidade significativa de K. pneumoniae resistentes ao soro humano. 

 Considerando  a influência da presença de hipermucoviscosidade e resistência ao soro, visto 

que se sabe que a cápsula funciona como mecanismo de proteção, Zhou mostrou que seus isolados 

hipermucoides sobreviveram ao soro por mais tempo que os isolados não hipermucóides. Porém, 

(CAPITANIet al., 2024) mostrou um isolado HMV + (produtor de hipermucoviscosidade) com alta 
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suscetibilidade ao soro. Portanto, não sabemos com clareza se a presença de hipermucoviscosidade 

pode ou não influenciar a resistência sérica. Nosso isolado Kp 34, que possui fenótipo hipermucóide, 

não apresentou resistência ao soro (ZHOU et al., 2023). 

 Outro fator que parece ter influência na resistência ao soro é a presença de glicose , estudos 

(TANG et al., 2023) mostram que a pré-incubação de K. pneumoniae em níveis elevados de glicose 

aumentam a proteção contra a morte sérica, promovendo uma explicação para as altas incidências de 

sepse e infecções invasivas por K. pneumoniae em pacientes com diabetes. Em nosso estudo podemos 

observar que a sobrevivência e multiplicação no soro de Kp 31 após o crescimento em glicose 

corrobora os resultados apresentados neste estudo. Contudo, os outros dois isolados (Kp 34 e M93) 

após serem incubados em glicose, ainda sim não foram capazes de resistir ao soro. Provavelmente, 

Kp 31 por ser isolada a partir de amostra de sangue apresenta mecanismos que a permitam sobreviver 

neste ambiente. Tais mecanismos não são encontrados em Kp 34, linhagem que foi isolada de swab 

retal. 

 Outros estudos também mostram que a exposição ao soro causa alterações metabólicas em K. 

pneumoniae. Este estudo mostrou que após exposição ao soro por 1 hora, modificou a produção de 

piruvato (composto produzido durante a quebra da glicose)  o que afetou a virulência, a resistência 

ao estresse oxidativo, a sobrevivência e a biossíntese da cápsula em diferentes bactérias (MU et al., 

2023; GAO et al., 2016; MIKE et al., 2021). Observa-se então que há influência do açúcar na 

resistência ao soro, mas que essa exposição também influencia o metabolismo do açúcar e os 

mecanismos de virulência bacteriana. 

 

6.6 Quantificação da expressão gênica de  mrkA e fucI por qRT-PCR 

 Os resultados obtidos por meio de qRT-PCR dos genes mrkA e fucI estão representados na 

Figura 24 e Figura 25, respectivamente. A expressão observada é relativa ao gene basal utilizado, 

rrsH. 
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 Analisando a expressão gênica de mrkA por meio de qRT-PCR podemos verificar uma 

expressão variada desse gene a depender da linhagem bacteriana e da fonte de carbono. 

 Para Kp 31 (A) vemos uma expressão bastante elevada desse gene em cultivo em glicose com 

diferenças significativas (p 0,0210) em relação as outras fontes de carbono. 

 Na Figura 24 (B) podemos observar a expressão de mrkA em Kp 34 que mostra novamente 

uma expressão maior em glicose e uma expressão menor que a do gene rrsH nas demais fontes. 

Novamente são observadas diferenças significativas entre a glicose e sorbitol (p 0,0040), glicose e 

lactose (p 0,0037) e glicose e manose (p 0,0026). Embora nos isolados Kp 31 e Kp 34 ocorra uma 

expressão maior em glicose, a expressão em Kp 31 é 1000 vezes maior do que a expressão em Kp 34. 

 Para a linhagem M93 (C) observamos uma expressão menor do que rrsH em glicose, lactose 

e sorbitol. Apenas em manose verifica-se esse gene com uma expressão maior do que o gene basal. 

 Estudos mostram que a fímbria MrkA é o fator de patogenicidade mais predominante entre 

isolados de K. pneumoniae, um estudo com 69 estirpes mostrou que 100% delas carregavam o gene 

mrkA enquanto 78% possuíam o gene fimA (ALCÁNTAR-CURIEL et al ., 2013). Outro estudo com 

457 cepas de K. pneumoniae mostrou que 81,81%  possuíam o gene mrkA (BAKHTIARI et al., 2021). 

A presença deste gene está constantemente relacionada com a capacidade de produzir biofilme forte 

 

Figura 24: Expressão do gene mrkA nos isolados Kp 31 (A), Kp 34 (B) e M93 (C). A expressão foi 

verificada por meio de qRT-PCR nas linhagens bacterianas em M9 suplementado com glicose, 

sorbitol, lactose e manose. Em (A) podemos observar diferenças significativas (*) entre os valores 

encontrados em sorbitol, lactose e manose em relação ao valor encontrado em glicose. Em (B), 

também observam-se diferenças significativas (**) em sorbitol, lactose e manose em relação à 

glicose. Em (C) não são observadas diferenças significativas entre as fontes de carbono testadas. 
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e este mesmo estudo observou que de todos os isolados que possuíam este gene, todos produziram 

biofilme forte ou moderado, não havendo produção de biofilme fraco e nenhuma cepa que não 

produzisse biofilme. Porém, quando fazemos essa classificação de biofilme fraco, moderado e forte, 

em todos os açúcares testados na triagem inicial houve a produção de biofilme fraco em alguns deles. 

 Além disso, outro ponto relevante deste estudo (BAKHTIARI et al., 2021) é que observaram 

que o aumento da produção de biofilme parece estar associado ao aparecimento de multirresistência. 

Em nosso estudo podemos observar que os isolados possuem o gene mrkA, possuem capacidade de 

produzir biofilme e são todos multirresistentes também, corroborando esta correlação. 

 Um outro estudo que relaciona a expressão do gene mrkA a fontes de carbono mostrou que na 

presença de concentrações crescentes de glicose ocorria um aumento na expressão de fímbrias mrkA 

no entanto, a atividade formadora de biofilme foi reduzida (LIN et al., 2016). Isso é corroborado por 

um estudo que confirma que a presença de glicose contribui na redução da formação de biofilme 

(JACKSON et al., 2002). Em nosso estudo, verificamos que na presença de glicose há expressão 

elevada de fímbrias mrkA principalmente para o isolado Kp 31. No entanto, para M93 em glicose, a 

produção dessas fímbrias foi menor do que a expressão do gene rrsH. Em relação à diminuição da 

atividade formadora de biofilme na presença de glicose, observamos que, para as nossas linhagens, 

no biofilme de 24 horas, a produção em glicose não foi tão alta. Contudo, no biofilme de 5 dias, para 

Kp 31 , houve uma grande produção de biofilme em glicose. 

 O efeito da glicose na expressão dessas fímbrias ocorre porque esse açúcar inibe o 

homodímero CRP-cAMP. Com essa inibição ocorre o aumento da concentração intracelular de c-di-

GMP  o que resulta  em altos níveis de expressão de MrkH e MrkI e, portanto, de fímbrias tipo 3 (LIN 

et al., 2016). 

 Outro mecanismo que influencia na expressão dos genes mrkA é  o operon urease responsável 

pela reação a estímulos de estresse. O CpxAR (controla a expressão de genes envolvidos nas respostas 

ao estresse) regula negativamente a expressão das fímbrias do tipo 3, modulando os níveis de ferro 

celular e ativando a expressão de RyhB (relacionada principalmente com a resposta à disponibilidade 
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de ferro). O RyhB ativado reprime a expressão de fímbrias do tipo 3 por ligação de pareamento de 

bases à região 5' do mRNA de mrkA (KUO et al., 2023). 

 Estudos também indicam que o gene mrkA nas cepas de K. pneumoniae fortemente 

encapsuladas é expresso em níveis maiores (SCHEMBRI et al., 2005), fazendo uma correlação entre 

a produção de cápsulas e a expressão de fímbrias. Um dos mecanismos que relacionam a produção 

de cápsula com a expressão de fímbrias do tipo 3 envolvem EtcABC (um componente do 

carbohydrate phosphotransferase systems – PTS). Esse componente afeta positivamente a atividade 

transcricional do galF, um gene responsável pela produção de cápsula. Dessa forma, é capaz de 

influenciar na produção de cápsula. 

 Um outro mecanismo de regulação da expressão de fímbrias mrkA envolve o sistema 

OmpR/EnvZ , formado por dois componentes que detectam sinais osmóticos e controlam a expressão 

genética. Estudos mostraram que OmpR fosforilada regula a expressão de fímbrias tipo 3 

influenciando a formação de biofilme de K. pneumoniae via MrkHIJ e modulação dos níveis 

intracelulares de c-di-GMP. Dessa forma, OmpR fosforilada atua como um fator crítico na regulação 

da via de sinalização c-di-GMP, expressão de fímbrias tipo 3 e quantidade de biofilme em K. 

pneumoniae em resposta a estresses osmóticos (LIN et al., 2018). 

 Outro regulador transcricional, IscR, relacionado à expressão de genes envolvidos no sistema 

de aquisição de ferro e biossíntese de CPS também está envolvido na expressão de fímbrias mrkA. O 

IscR, por meio da via de sinalização c-di-GMP reprime diretamente a transcrição do mrkHI, indicando 

que o MrkHI é necessário para a regulação do IscR na expressão das fímbrias do tipo 3. Além disso, 

os experimentos realizados também mostraram que a deleção do gene iscR atenuou a virulência de 

K. pneumoniae em um modelo de peritonite  em camundongos. Dessa forma, percebe-se o papel do 

cluster IscR no controle da expressão de fímbrias tipo 3 e seu efeito na patogênese de K. pneumoniae 

(LIN et al., 2017). 

 Assim, podemos notar que uma diversidade de mecanismos e vias estão relacionadas e 

influenciam a expressão de fatores de virulência como as fímbrias tipo 3. 
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 Também podemos observar que mesmo ocorrendo uma produção elevada de biofilme quando 

realizamos esses experimentos nas fontes de carbono manose, lactose e sorbitol, não houve uma 

expressão de fímbrias mrkA tão acentuada. E na fonte de carbono glicose, embora a produção de 

biofilme não seja tão acentuada, a expressão de fímbrias mrkA foi elevada principalmente para Kp 

31 e Kp 34. 

 A expressão de fucose isomerase está associada à produção de hipermucoviscosidade e ao 

potencial metastático de disseminção de K. pnemoniae. Por esta razão, a expressão do gene fucI, que 

codifica a fucose isomerase foi quantificada após a incubação das linhagens em meios contendo 

glicose, sorbitol, lactose e manose (Figura 25). 

 

 A expressão do gene fucI variou a depender da fonte de açúcar e da linhagem bacteriana. Em 

Kp 31 não houve a expressão desse gene em nenhuma das condições avaliadas, em Kp 34 e M93 não 

houve expressão em glicose. 

 

Figura 25: Expressão do gene fucI em Kp 34 (A) e M93 (B). A expressão foi analisada por qRT-PCR 

em M9 suplementado com glicose, sorbitol, lactose e manose. O gene fucI não foi expresso pela Kp 

31 em nenhuma das fontes de carbono testadas. Também não houve expressão desse gene para Kp 34 

e M93 em glicose. Em (A) as diferenças significativas em lactose (***) e manose (**) foram 

observadas em comparação à expressão encontrada em sorbitol. Em (B) as diferenças significativas 

(**) em sorbitol e lactose são em relação ao açúcar manose. 
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Para a linhagem Kp 34 (B) houve expressão positiva desse gene em lactose e manose e uma 

expressão inferior ao gene de controle interno (rrsH) em sorbitol. Em relação ao sorbitol houve uma 

expressão significativa em lactose (p 0,0006) e manose (p 0,0013). 

 Para M93 (C) vemos uma maior expressão em manose, uma baixa expressão em sorbitol e 

uma expressão inferior ao gene rrsH em lactose. As diferenças significativas  em sorbitol (p 0,0021) 

e lactose (p 0,0020) são em relação à manose. 

 O genoma de K. pneumoniae codifica um operon do metabolismo da fucose (fuc) altamente 

conservado em várias espécies de Enterobacteriaceae , cujo papel em sua patogênese permanece 

amplamente inexplorado. Contudo, já se identificou vários genes do fuc regulon como críticos para a 

infecção por K. pneumoniae (BRUCHMANN  et al., 2021). Além disso, nota-se um papel relevante 

do metabolismo desse açúcar para o sucesso desse patógeno na colonização do trato gastrointestinal 

e na modulação dos determinantes de virulência. Esse açúcar possui grande relevância para outros 

patógenos também, E. coli entero-hemorrágica (EHEC) utilizam a fucose exógena como um sinal 

para regular sua expressão de virulência ao colonizar o intestino e S. Typhimurium depende da fucose 

e ácido siálico  para colonizar o trato gastrointestinal murino (FABICH et al., 2008; NG et al., 2013; 

PACHECO et al., 2012). 

 Esse operon fuc permite o metabolismo da fucose que foi liberada das proteínas mucina 

glicosiladas pela microbiota intestinal residente (TAILFORD et al., 2015) e é formado pelos seguintes 

genes: fucose permease, que importa fucose para a célula; fucose isomerase, uma enzima de catálise 

entre L-fucose e L-fuculose; e fucose aldolase, uma enzima que cliva a fucose. 

 Estudos já mostraram que K. pneumoniae é capaz de crescer com a fucose como a única fonte 

de carbono presente, embora o crescimento seja lento, indicando que essa fonte não é energeticamente 

a mais eficiente (HUDSON et al., 2022). Também verificaram que os genes do operon fuc são 

altamente expressos quando o crescimento ocorre em fucose comparando com a glicose, indicando 

uma regulação deste operon pela disponibilidade dessa fonte de carbono. De fato, podemos observar 

que não houve a expressão do fucI em glicose na Kp 34 e M93, contudo houve expressão nas outras 
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fontes de carbono, em maior ou menor quantidade. E para o isolado Kp 31 não houve expressão desse 

gene em nenhuma das fontes de carbono testadas. 

 Já se tem descrito na literatura que as variantes hipervirulentas de K. pneumoniae apresentam 

o açúcar fucose em sua cápsula sendo responsável pela característica hipermucoviscosa (LIN et al., 

2018) e que a fucose é obtida a partir da conversão de manose realizada pelos genes gmd e  wcaG 

(PAN et al., 2011). Além disso, estudos realmente mostram que o crescimento em fucose aumenta 

consideravelmente a hipermucoviscosidade de K. pneumoniae (HUDSON et al., 2022). 

 Dessa forma, ainda não se tem muitos estudos acerca desse gene e do metabolismo da fucose, 

mas já se tem descrito a sua influência em alguns fatores de virulência bacterianos, principalmente 

associados a hipermucoviscosidade e a hipervirulência. 

 O que observamos em nosso estudo é que uma das nossas linhagens não expressou esse gene 

e essa era a que não possuía o fenótipo hipermucoide. A linhagem Kp 34 que possui 

hipermucoviscosidade expressou o gene nas fontes de carbono utilizadas exceto a glicose. A linhagem 

M93 perdeu o fenótipo hipermucoide com a interrupção do gene da fucose isomerase mas continuou 

expressando o gene  e de forma bem semelhante ao encontrada em Kp 34, não houve expressão em 

glicose. De forma geral, observamos que o comportamento de Kp 34 e M93 nos experimentos 

realizados foi similar entre essas duas linhagens, de forma que a mutação da fucose isomerase não 

parece ter impactado ou afetado drasticamente o desempenho da linhagem M93 em relação a Kp 34 

nos experimentos realizados nesse trabalho. 

7. Conclusões 

 Em uma análise conjunta dos três isolados podemos verificar que a manose foi uma fonte de 

carbono comum para as três linhagens na etapa inicial de seleção das fontes de carbono. Kp 31 

apresentou uma capacidade muito elevada de produção de biofilme de 5 dias em comparação com 

Kp 31 e Kp 34. Os três isolados apresentaram alta produção de sideróforos, mas apenas Kp 31 é capaz 

de sobreviver ao soro humano. A expressão de fímbrias mrkA foi maior quando cultivada em glicose 

para os isolados Kp 31 e Kp 34 e para a linhagem M93 nessa fonte ocorreu a menor expressão desse 
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gene. Em relação ao gene fucI apenas as linhagens Kp 34 e M93 foram capazes de expressar esse 

gene, embora em glicose não tenha ocorrido a expressão. 

 Dessa forma, podemos verificar que a fonte de carbono influencia nos fatores de virulência 

bacterianos juntamente com outras características intrínsecas das próprias linhagens bacterianas 

utilizadas em nosso estudo. 
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