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Resumo

A alta prevaléncia e incidéncia
de pneumonia por Klebsiella
pneumoniae em ambiente hospitalar,
com alta taxa de morbimortalidade,
principalmente em pacientes
imunocomprometidos e neonatos,
levanta a necessidade de estudos in
vivo, com vistas a observacdao da
patogénese da infecgdo, bem como do
comportamento desse bacilo gram-
negativo, que tem um elevado potencial
de multirresténcia, como as conhecidas
cepas produtoras de carbapenemases
(KPC).

Além de observar o curso
clinico da infeccdo € importante
também evidenciar a importadncia da
atuacdo do sistema imune na
patogénese da infecgdo através do
bloqueio do TNF-a que €é uma
importante  citocina do  sistema
leucocitério.

O objetivo desse trabalho foi
estudar a histopatologia da infecgao
pulmonar causada por Klebsiella
pneumoniae, em modelo murino por
instalacdo de um ind6culo bacteriano
proveniente de isolado clinico.
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Introducao

A pneumonia tem sido
evidenciada como a maior causa de
mortalidade dentre as doencas
respiratérias e ocupa o 4° lugar de
mortalidade geral no Brasil, excluindo-
se as causas externas. Estima-se a
incidéncia mundial em 12 casos por
1000 habitantes/ano
(SCHWARTZMANN et al, 2010).

Embora uma variedade de
antibidticos esteja  disponivel no
mercado, o tratamento dessas
infeccbes tem se tornado limitado,
devido ao surgimento de populagdes
de bactérias resistentes. Esse quadro
se agrava mais ainda com a notavel
capacidade de algumas espécies de

bactérias  resistirem a  multiplos
antibidticos ou a todos
(THEURETZBACHER E  TONEY,
2006).

A Klebsiella pneumoniae é um
bacilo gram-negativo, membro da
familia das enterobactérias, encontrado
em locais como agua, solo, plantas e
esgoto (BRISSE et al., 2009). Pode ser
encontrado colonizando a orofaringe e
fezes de pessoas sadias. Entretanto,
no organismo de individuos
imunocomprometidos, encontra um
ambiente propicio para seu
crescimento, levando aos quadros de
infeccdo (MARCH et al., 2013; SHON
etal., 2013).

As razdes pelas quais este
microrganismo pode ser tdo patogénico
estdo intimamente ligadas aos
aspectos morfolégicos e moleculares
da bactéria, como por exemplo os
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fatores de viruléncia capsulares e
lipopolissacarideos. A bactéria KPC
apresenta sua membrana constituida
pelo lipopolissacarideo que, devido a
variacdo na sua estrutura, confere uma
grande diversidade sorologica de
antigenos O (LAVIGNE et al., 2013). Ja
a capsula apresenta componentes de
constituicdo polissacaridica capaz de
proteger a K. pneumoniae da
fagocitose, além de prevenir a morte
dessa bactéria por componentes
antimicrobianos presentes no soro.
(GIAMARELLOU et al., 2013; MOSCA
et al., 2013).

Sabe-se que as citocinas
inflamatoérias, como TNF-a, exibem um
papel fundamental no curso de
doengas infecciosas, isso porque
exercem fungdes de defesa como por
exemplo a ativagdo de células
leucocitarias. O TNF-a é um potente
ativador de polimorfonucleares e
macroéfagos, levando ao aumento da
liberagcdo de proteases, e indugédo de
leucocitos e expressdo de moléculas
de adesdo, que sao essenciais para
transmigracado destas células para os
locais de infeccao (LAICHALK L.L et
al., 1996).

O objetivo desse trabalho foi
estudar a histopatologia da infecgao
pulmonar causada por Klebsiella
pneumoniae, em modelo murino por
instalacdo intraqueal de um indculo
bacteriano proveniente de isolado
clinico.

Metodologia

Animais

Foram utilizados 30
camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, com idade entre 6-8
semanas, obtidos do Biotério Central
da Universidade Catodlica de Brasilia
(UCB), mantidos sob temperatura
ambiente, em um ciclo claro escuro de
12 horas, com agua e ragao ad libitum
att o momento da inducdo de
pneumonia pela cepa 1410503 de KPC
proveniente de isolado clinico. A
eutanasia ocorreu ap6s sedagao, por
exsanguinagao.

Modelo de infeccdo

Apos definida a concentragao
do indéculo, em experimento piloto
prévio, utilizou-se 30 animais,
subdivididos em 3 grupos com 10
animais cada, sendo estes: Grupo de
controle negativo (Grupo 1); Grupo de
infecgdo pulmonar (Grupo 2) e Grupo
de bloqueio de TNF-a seguido de
infecgdo (Grupo 3). As eutanasias dos
camundongos obedeceram aos tempos
de 24 h e 72 h apds inoculagédo de
50uL com 108 UFC/mL.

Técnica de Inoculacio

Para a inoculacdo, os animais
foram anestesiados
intraperitonealmente  (ketamina 75
mg/kg e xilazina 7,5 mg/kg) e
colocados individualmente em uma
placa metalica com inclinacdo de 70°.
Para a instilagdo endotraqueal, da
solucdo salina, bem como do inéculo
bacteriano, utilizou-se cateter venoso
22G. Ap6s acesso oral a traqueia,
procedia-se um teste de movimentagao
de gota de soro fisiolégico, em uma
seringa sem o émbolo, a fim de
certificar-se que o cateter estava
realmente na traqueia. No Grupo 1
administrou-se 50ul de solugao salina.
No Grupo 3 foi realizado o bloqueio do
receptor de TNF-a através da
administragao intraperitoneal do
anticorpo numa concentragao visando
neutralizacao maxima de TNF
(seguindo recomendacéo do fabricante
PetroTech®) com 15 min de
antecedéncia a inoculacao bacteriana.

Coleta e tratamento das amostras
Seguindo aos tempos de 24 h e
72 h apos instilagdo, os animais foram
anestesiados e eutanasiados. Coletou-
se amostras de sangue total, por
pungao cardiaca (técnica de
exsanguinagao); Lavado bronco-
alveolar (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 de sangue foram
divididas: 100 ul para analises
bacteriolégicas e o restante foi
centrifugado, para que o soro fosse
separado e armazenado a -80°C para
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futuras  analises moleculares. A
avaliagdo bacteriolégica foi realizada
pela técnica da diluicdo seriada e
plaqueamento em meio  AMH,
armazenadas em temperatura
ambiente durante 24 h, contando-se
entdo as CFUs. Amostras de LBA
igualmente a anterior, foram diluidas e
plaqueadas em meio AMH. Os pulmbes
foram removidos assepticamente e
realizou-se uma seccao do lobo inferior
direito para analise histopatologica
(formol  10%). O restante foi
acondicionado em 1ml de solugao
salina para homogeneizagdo e
posterior aliquotagem. Parte (100 pl) foi
plaqueada e meio AMH, e armazenada
em temperatura ambiente, para
avaliagdo bacteriologica (contagem de
UFCs) e o restante armazenado a -
80°C para posteriores analises
moleculares.

Resultados e Discussao

A infecao pulmonar  foi
produzida nos grupos estudados,
exceto no grupo controle. Pdéde-se
recuperar bactérias nas amostras de
pulmao e LBA dos grupos casos, mas
nao foram observados quadros de
bacteremia em ambos os grupos,
indicando que o método de inoculagao
produziu uma infecgao primaria local.

Foram observadas diferencas
estatisticamente significante entre as
quantidades de UFCs, nas amostras de
pulmdo e do LBA, entre os grupos,
tanto no tempo de 24 h, quanto de 72
h. Com teste de Tukey observou-se
diferenca entre os grupos: controle x
infecgao, controle e bloqueio e infecgao
e bloqueio.

Os cortes histopatologicos dos
pulmdes dos grupos inoculados
mostraram presenga de infiltrado
neutrofilico em alveolos pulmonares,
mas com maior intensidade inflamatdria
(congestao perivascular, bronquiolite,
hemorragia) no grupo infectado sem
bloqueio de TNF-a. Os cortes com 72h
seguiram o padrao inflamatdrio entre os
grupos, no entanto com um maior
numero de macrofagos.

Yadav et al, em um estudo
publicado em 2003 conseguiram induzir
pneumonia por via intranasal,
inoculando-se 10* UFC/mL da cepa
B5055, encontrando uma maior carga
bacteriana com 72 horas de infeccéo.
Tal estudo contrapde os resultados
aqui obtidos, pois a partir da cepa KP
1410503, proveniente de isolado
clinico, utilizou-se uma concentracao
de 10® UCF/mL, isso se deve por
diferengcas no perfil de crescimento de
cada cepa. Salienta-se a coeréncia
com o estudo de Yadav et al, onde nos
grupos com tempo de infecgdo de 72
horas eram maiores as cargas
bacterianas.

O bloqueio de TNF-a resultou
em diminuicado do influxo de neutrdfilos
e numa menor extensao inflamatdria
pulmonar, sobretudo na fase mais
aguda. Como o TNF ndo é uma
citocina  quimiotatica direta para
polimorfonucleares, tal reducdo deve
ser devido a uma subregulagdo na
expressdao de moléculas de adesao.
Adicionalmente, n&o percebeu-se um
numero reduzido de bactérias no
pulmao e no LBA no grupo com TNF-a
bloqueado, logo o controle da infecgao
deve ter ocorrido por meio da
imunidade inata.

Machado et al (2004)
descreveram sobre a importadncia do
TNF-a na defesa contra bactérias.
Sendo essa uma citocina pro-
inflamatéria, € produzida na fase aguda
da infecgdo e promove, por meio da
agdo no hipotalamo, inibicdo do
crescimento bacteriano através da
febre. E também responsavel pela
expressdao de moléculas de adesao
(seletina P e ICAM) auxiliando a
passagem de células do vaso para o
tecido e também para produgdo de NO
(6xido nitrico) para destruigdo das
bactérias. Sendo isso evidenciado pelo
grupo de infeccdo sem bloqueio de
TNF-a, onde o infiltrado leucocitario foi
maior.
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Concluséo

Nesse trabalho foi possivel
induzir pneumonia por Klebsiella
pneumoniae em modelo murino. A
histologia dos diferentes grupos foi
capaz de retratar o curso clinico distinto
para cada situagao, seja de infecgéo,
controle ou bloqueio de TNF-a.

Houve diferenca no mecanismo
da infeccdo nao somente entre os
grupos citados, mas também entre os
tempos de infecgdo em cada grupo. A
auséncia do TNF-a foi importante numa
redugdo do processo inflamatdrio
inicial, mas houve uma equiparagao
entre os grupos infectados com e sem
bloqueio de TNF-a, no tempo de 72h,
nas caracteristicas do infiltrado crénico
observado, indicando o papel da
imunidade inata na conducdo do
processo.
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