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Resumo

A alta prevaléncia e incidéncia de
pneumonia por Klebsiella pneumoniae
em ambiente hospitalar, com elevada
morbimortalidade levanta a
necessidade de estudos in vivo que
possibilitem melhor entendimento da
patogénese e comportamento dessa
bactéria gram-negativa com elevado
potencial de multirresisténcia, tais
como cepas produtoras de
carbapenemases (KPC). Modelos
animais tém sido uteis no estudo de
vias envolvendo a patogénese e novas
ideias para tratamento. O objetivo
desse trabalho foi padronizar um
modelo  experimental murino de
infecgao pulmonar por KPC,
proveniente de isolado clinico, através
da via inoculagdo por intubagcao
traqueal.
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Introducao

A resisténcia bacteriana é um
grande problema em  ambiente
nosocomial, que esta diretamente
associada ao tempo de hospitalizagao
e custos para os servigos de saude,
tornando-se  assim um  assunto

mundialmente preocupante (Sifuentes -
Osornio, 2000). As bactérias em
ambientes hospitalares podem adquirir
habilidades de resisténcias a
mecanismos enzimaticos, e dentre as
enterobactérias, tem-se a produgéo de
Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC) que possui mecanismo
emergente, o que justifica sua
constante vigilancia (Bierg et al 2014).

As KPCs séo produzidas pelas
enterobactérias ou enterobacteriaceas,
que sdo uma familia de bacilos Gram-
negativos e aerodbicas facultativas. A
deteccdo em isolados clinicos confere
resisténcia aos antibioticos
carbapenémicos e inativam penicilinas,
cefalosporinas e  monobactamicos
(Nicoletti et al., 2012).

Os mecanismos de resisténcia
aos B-lactamicos envolvem a reducgao
da afinidade pelos alvos da droga
(Penicillin Biding Proteins - PBP), a
alteracdo da permeabilidade da
membrana externa bacteriana e a
inativacdo ou destruigdo da droga pela
hidrélise do anel B-lactamico (Shlaes et
al, 1997; Rice, 2001; Sousa Jr et al,
2004).

Sabe-se que hoje estudos,
usando modelos animais, tem obtido
éxito no que diz respeito a novas ideias
de tratamento de patogenicidades
causadas por K. pnheumoniae
carbapenemase (Irma A.J.M ,2003;
Vanashree  Yadav, 2002). Esse
presente estudo propde a padronizagao
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da técnica utilizada no modelo
experimental murino de infecgao
pulmonar por KPC, através da
intubagao traqueal.

Metodologia

A infecgao pulmonar foi induzida
por Klebsiella pneumoniae KPC
proveniente de isolado clinico. Foram
realizadas curvas de crescimento
bacteriano, tréplica, para determinar a
relagdo entre a quantidade de Unidade
Formadora de Colbnias (UFC) e a
leitura de densidade optica (OD), na
fase log de crescimento. A
concentracdo  bacteriana a  ser
inoculada foi determinada apods testar
concentracdes: 10%, 10° e 10%ufc/mL-1
em 18 animais, subdivididos em trés
grupos com 6 animais cada. Em cada
grupo foram analisadas as UFCs nos
tempos 24 e 72h pés eutanasia por
exsanguinagdo, em amostras de
sangue, pulmao e lavado
broncoalveolar (LBA), para a
determinacdo da concentracdo a ser
usada no experimento. A concentragao
de 10%ufc/mL-1 foi elegida para o
experimento de infecgao.

Trinta camundongos C57BL/6,
fémeas, com oito semanas foram
divididos em trés grupos: indugdo de
infecgdo pulmonar; controle negativo
(solucéo salina) e bloqueio de TNF-a
mais infeccao. As eutanasias
obedeceram aos tempos 24h e 72h
ap6s inoculagdo de 50uL com
10%ufc/mL-1. Foram coletadas
amostras de sangue, LBA e pulmao
para determinacdo da quantidade de
UFCs.

Em ambas as etapas os animais
foram postos, um a um, em uma placa
metalica com inclinagdo de 70°, onde
eram fixados com o auxilio de liga
plastica a plataforma, assim facilitando
0 acesso a traqueia (Fig 1.A).

Os animais foram anestesiados
intraperitonealmente  (ketamina 75
mg/kg e xilazina 7,5 mg/kg) e
colocados individualmente em uma
placa metalica com inclinagédo de 70°.
Para a instilagdo endotraqueal, da
solucdo salina, bem como do inéculo

bacteriano, utilizou-se cateter venoso
22G (Fig 1.B). Apdés acesso oral a
traqueia, procedia-se um teste de
movimentacdo de gota de soro
fisiolégico, em uma seringa sem o
émbolo, a fim de certificar-se que o
cateter estava realmente na traqueia
(Fig 1.C). No Grupo 1 administrou-se
50ul de solugéo salina. No Grupo 3 foi
realizado o bloqueio do receptor de
TNF-a através da administracao
intraperitoneal do anticorpo numa
concentracdo visando neutralizacao
maxima de TNF (seguindo
recomendacgao do fabricante
PetroTech®) com 15 min de
antecedéncia a inoculacao bacteriana.

Fig 1. A) Placa metalica com inclinacéo
de 70°. B) Cateter venoso dando
acesso a traqueia, C) Teste do
deslocamento de ar — certificacdo de
posicionamento traqueal do cateter.

Seguindo aos tempos de 24 h e
72 h apos instilagdo, os animais foram
anestesiados e eutanasiados. Coletou-
se amostras de sangue total, por
pungdo cardiaca; LBA, através de
cateter venoso 22G, contendo 1 ml de
solugao salina, o qual era instilado nos
pulmdes e depois recuperado por
aspiragao; e pulmdes apds assepsia e
laparotomia. As amostras foram
divididas para analises bacteriolégicas
e futuras analises moleculares. A
avaliagdo bacteriolégica foi realizada
nas amostras de sangue, LBA e
pulmado, pela técnica da diluigdo
seriada e plaqueamento em meio AMH,
armazenadas em temperatura
ambiente durante 24 h, contando-se
entdo as UFCs.
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Resultados e Discussao

O modelo de infecgao por
intubagdo traqueal foi escolhido
visando uma via mais direta e efetiva
de inoculacdo, sem interferéncia
cirurgica, como na via de exposi¢cao
traqueal.

ApoOs realizagao de tréplicas de
curva de crescimento, foi determinado
a OD de 0,350, equivalendo a
concentragcao de 10® ufc/mL-1, foi
escolhida apos teste piloto, com a qual
bactérias puderam ser recuperadas no
LBA e pulmdo de todas as amostras,
sem gerar Obito em nenhum animal.
Nao foram encontradas bactérias nas
amostras de sangue, indicando que o
modelo funciona bem como indutor de
infeccdo local e nao sistémica.

No modelo experimental testado
a infecgdo pulmonar foi produzida nos
grupos estudados, exceto no controle.
Os pulmbes coletados revelaram uma
diferenca nos grupos infectados,
apresentando uma coloragdo mais
avermelhada (hiperemiada) e com
aspecto granular. A avaliagao
bacteriolégica  mostrou  diferencas
estatisticamente significantes entre as
quantidades de UFCs, nas amostras de
pulmdo e do LBA, entre os grupos,
tanto no tempo de 24h, quanto de 72h.

Estudos realizados com modelo
animal experimental, mostraram que a
inducdo de infecgdo pulmonar por
intubagao traqueal, € uma das técnicas
mais efetivas a fim de assegurar uma
infecgdo primaria representativa para
uma pesquisa, dentre as possiveis
vias de inoculacdo existentes, sendo
essas vias: traqueostomia, aplicagao
intranasal, via aerossol e intubacao
traqueal (A.Munder et al 2002; Irma
A.J.M,2003; Martin & Matute-Bello,
2011).

O modelo testado de intubacéao
traqueal mostrou-se adequado na
obtencéo de infecgdo pulmonar aguda
primaria, utilizando-se uma
concentracdo de 10® ufc/mL-1. A
padronizagao dessa via, utilizando uma
plataforma metalica com inclinagéo de
70° para inoculagdo, revelou-se
satisfatoria tendo em vista as técnicas

intranasal, de dificil instilacdo nas
pequenas narinas e a de exposigao
traqueal, eliminando um ato cirurgico,
bem como garantiu a certeza de
concentragao e quantidade de inoculo
a ser instalado em comparagado com a
via aerossol e via intranasal
respectivamente.

Concluséo

O uso de bactérias provenientes
de isolado clinico gerou a necessidade
de uma avaliacao do seu
comportamento bioldgico, para
obtencao de um inéculo mais efetivo na
producgéo da infecgao desejada.

O modelo experimental de
infecgdo pulmonar via intubagao
traqueal mostrou-se adequado para
esse tipo de estudo, visto que minimiza
efeitos inflamatérios de  danos
cirurgicos, como no modelo de
traqueostomia, bem como promove
uma inoculagao pulmonar adequada da
carga bacteriana pretendida, para o
experimento, em detrimento da
dificuldade técnica de inoculacao
intranasal.
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