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RESUMO

SANTOS, D. C. Estudo da frequéncia do fendtipo mutador para resisténcia aos
antibioticos beta-lactamicos em linhagens de E. coli patogénicas. 2012. 75 f. Dissertacdo
(Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2012.

Atualmente a alta incidéncia de isolados multirresistentes a antibioticos utilizados na clinica
tem-se tornado alarmante. Estudos recentes demonstraram que um dos motivos que
contribuem para 0 aumento da resisténcia a antibioticos em bactérias € a ocorréncia de cepas
que apresentam o fendtipo mutador. Deficiéncias nos genes do complexo mut, que incluem os
sistemas de reparo dependente de metilacdo (MMR do inglés methyl-directed mismatch
repair), e o sistema de reparo oxidativo (GO) podem gerar linhagens com um fenétipo
mutador, que, por sua vez, levam ao aumento das taxas mutacionais espontaneas. Isolados
clinicos com feno6tipo mutador foram descritos em amostras de Escherichia coli patogénica
empregando-se a resisténcia para antibidticos como rifampicina, cloranfenicol e quinolonas
mas ndo ha registros de estudos envolvendo o possivel impacto do fen6tipo mutador sobre a
frequéncia de mutacBes espontaneas que levem a resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos.
No presente trabalho estudamos a ocorréncia do fenotipo mutador frente a resisténcia aos
antibidticos beta-lactamicos de amplo uso clinico em cepas de E. coli patogénicas de origem
humana, incluindo 48 amostras de E. coli uropatogénica (UPEC) e 5 amostras de E. coli
associadas a infeccGes entéricas. Foram utilizadas como controles positivos para o fenétipo
mutador linhagens de E. coli K12 deficientes nos genes mutY ou mutS. Testes qualitativos
revelaram a ocorréncia de 6 amostras de UPEC e 2 amostras de EHEC com fenétipo mutador
para cefalotina, ceftazidima e rifampicina. Entre as amostras estudadas, 3 linhagens de UPEC
(amostras 29, 32 e 47) e 1 linhagem de EHEC (amostra 80) apresentaram fenotipo mutador
frente a cefalotina e a ceftazidima confirmado em testes quantitativos com valores de mutagéo
espontanea variando entre 0,68 x 10 e 0,8 x 10°. Os resultados baseados em amplificacéo
por PCR revelaram auséncia de alteragdes estruturais em 3 genes do complexo mut (muts,
mutY e mutL) nos quatro isolados que apresentaram fenotipo mutador. O trabalho também
envolveu a determinacdo dos niveis de resisténcia em clones derivados das 4 linhagens
mutadoras ap0s exposicao a cefalotina ou a ceftazidima. As coldnias obtidas também foram
analisadas para a determinacdo da natureza de mutacdo que resultou na resisténcia aos
antibidticos beta-lactdmicos. Os resultados obtidos apontam para aumento nos niveis de
expressdo de uma beta-lactamase para os derivados resistentes da amostra 32, possiveis
alteracdes de permeabilidade do envoltorio celular, e, indiretamente, modificacdo dos alvos
celulares para esses antibidticos. Esses resultados revelam a elevada ocorréncia do fenétipo
mutador entre amostras de UPEC oriundas da clinica e destacam a importancia do fenémeno
sobre a ocorréncia de resisténcia aos beta-lactamicos de uso clinico.

Palavras-chave: Fendtipo mutador. Beta-lactamicos. Genes mut. Escherichia coli.



ABSTRACT

SANTOS, D. C. Study of the mutator phenotype frequency to beta-lactam resistance in
pathogenic E. coli strains. 2012. 75 p. Masters thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

Currently the high incidence of isolates with multiple resistance to antibiotics used in the
clinic is alarming. Recent studies show that one of the reasons that may contribute to
increased resistance in bacteria is the occurrence of strains with the mutator phenotype.
Deficiencies in mut genes complex including methylation-dependent repair system (MMR
from English methyl-directed mismatch repair) and oxidative repair system (GO) can
generated strains with a mutator phenotype, which in turn leads to increasing spontaneous
mutation rates. Clinical isolates with the mutator phenotype were reported among pathogenic
Escherichia coli with antibiotics such as rifampicin, chloramphenicol and quinolones.
Nonetheless, there are no studies describing the involvement of the possible impact of the
mutator phenotype on the frequency of spontaneous mutations leading to resistance to beta-
lactam antibiotics. In this work we studied the occurrence of the mutator phenotype leading
toresistance to beta-lactam antibiotics use in clinics. For this purpose we tested a set of
pathogenic E. coli strains of human origin, including 48 strains of uropathogenic E. coli
(UPEC) and 5 strains of E. coli associated with enteric infections. As positive controls for the
mutator phenotype we used E. coli K12 strains deficient in mutY or mutS genes. Qualitative
tests revealed 6 UPEC samples and 2 EHEC strains with mutator phenotype for cephalothin,
ceftazidime and rifampicin. Three UPEC strains (samples 29, 32 and 47) and one EHEC
strain (sample 80) showed spontaneous mutation frequencies ranging from 0.68 x 10 to 0.8
x 10 to cephalothin and ceftazidime. The results based on PCR amplification revealed no
structural changes in the mut gene complex (mutS, mutY and mutL) in the four mutator
strains. The work also involved determination of the resistance level to cephalothin or
ceftazidime of clones derived from the mutator strains. . The colonies obtained were also
analyzed to determine the nature of mutation leading to beta-lactam resistance. The results
indicated increased expression levels of of a beta-lactamase in derivatives of the 32 strain,
possible reduction in cell envelope permeability and, indirectly, ,modification of cellular
targets for these antibiotics. These results showed the high occurrence of mutator phenotype
among UPEC strains derived from clinical settings and highlight the importance of the
phenomenon on the occurrence of resistance to beta-lactam antibiotics in clinical use.

Keywords: Mutator phenotype. Beta-lactam. Genes mut. Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli é uma eubactéria comumente encontrada como parte integrante da
microbiota do trato gastrointestinal de mamiferos, incluindo humanos, e € classificada como
um bastonete reto, gram-negativo, ndo formador de esporo, podendo ser mével, quando da
presenca de flagelo, ou imovel. As bactérias dessa espécie sdo anaerdbias facultativas e
utilizam D-glicose e outros carboidratos com a formagdo de &cido e gas. As cepas de E.
coli podem ser divididas em saprofitos (componentes da microbiota) que, na presenca de
alteracdo na imunidade do hospedeiro ou em uma mudanga no microambiente que colonizam
podem agir como patdgenos oportunistas e as cepas patogénicas especializadas, com a
capacidade de causar doencas intestinais ou extra - intestinais (TRAVIS et al., 2008).

A classificacdo tradicional de amostras de E. coli, baseia-se na determinacdo de
antigenos somaticos (O), polissacarideos capsulares (K) e flagelares (H), permitindo a
diferenciacdo entre amostras patogénicas das comensais. O lipopolissacarideo (LPS) também
conhecido como endotoxina, € um componente essencial e caracteristico da membran externa
das bactérias gram negativas, responsavel por diversos efeitos biologicos, incluino a
inflamacao e a resisténcia ao soro (KONEMAN, 2008).

1.1.1 Escherichia coli patogénica

As linhagens patogénicas de E. coli sdo classificadas da seguinte em linhagens
enteropatbgenicas, que causam danos intestinais ao hospedeiro, como: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEgQ), E. coli enteroinvasiva A (EIEC) e E. coli
difusamente aderente (DEAC) e linhagens patogénicas extra—intestinais que sdo: E. coli
causadora da meningite neo—natal e E. coli uropatogénica ( UPEC ) (KONEMAN, 2008).

A EPEC causa uma leséo histopatoldgica denominada “attaching effacing”, sendo que
os enterdcitos sdo degenerados e ocorre inflamagéo na lamina propria, principalmente no ileo.
Os fatores de patogenicidade sdo codificados por uma ilha de patogenicidade denominada
locus enterocite effacement (LEE). A regido LEE codifica importantes fatores para a
aderéncia, como a intimina bem como uma série de proteinas denominadas Esps (EPEC
secreted proteins) (CLEARY, 2004).
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EHEC caracteriza-se pela producdo de hemolisina e produgdo da toxina shiga like
(SLT) codificada pelo gene stx1 ou stx2. A citotoxina Shiga é prejudicial para uma variedade
de células endoteliais, incluindo células do célon e ileo em humanos. A STx 1, toxina de
Shiga em E. coli, ¢é idéntica a Shiga toxina de Shigella dysenteriae, e por isso recebe esse
nome. Linhagens de E. coli que produzem a toxina de Shiga também podem ser classificadas
como E. coli Shiga Toxigénicas (STEC) ou E. coli verotoxigénicas (VTEC) (DOUGAN et al.,
2001). Em humanos, a infeccdo por EHEC pode ocasionar a sindrome hemolitica urémica,
podendo apresentar uma alta taxa de mortalidade. Essa doenca ocorre quando as toxinas
produzidas por E. coli sé&o absorvidas pela circulacdo sistémica e caracteriza-se por
trombocitopenia, anemia hemolitica e nefropatia. O sorotipo O157:H7 € um dos mais
identificados e conhecidos dentre as estirpes de EHEC (HENTON et al., 1994).

Linhagens caracterizadas como EIEC apresentam caracteristicas bioguimicas,
genéticas e de patogenicidade semelhantes a Shigella sp. Os mecanismos de patogenicidade
deste patotipo ndo estdo completamente elucidados, contudo estudos demonstram que O
microrganismo invade profundamente o epitélio do intestino, e em seguida, atinge o sistema
linfatico, onde se multiplica ao mesmo tempo em que ocorre a morte de algumas células e
producdo de endotoxinas. O quadro clinico caracteriza-se por uma forte reacdo inflamatoria,
presenca de ulceras, diarreia aquosa podendo apresentar muco e sangue (HENTON et al.,
1994).

As linhagens de E. coli enterotoxigénicas (ETEC) sdo enterovirulentas e produzem
toxinas de efeito rapido provocando a doenca de gastroenterite. Dentre os fatores de
viruléncia encontrados em ETEC, podemos destacar as exotoxinas termoestaveis (STa e STh)
e termolabil (LT) , uma toxina conhecida como EAST e producédo de fimbrias para adesdo &
mucosa do intestino (SIXMA, 1993).

Dentre as E. coli patogénicas extra-intestinais, as UPECs estdo envolvidas em
aproximadamente 80% dos casos de infec¢Bes do trato urinario (ITU). A urina é um excelente
meio de cultura para a maioria dos microrganismos que infectam o trato urinario e o
crescimento bacteriano pode ocorrer resultando em contagens elevadas em infecgOes
estabelecidas ndo tratadas, ou mesmo por contaminacdo da genitélia externa (CAMARGO,
2001).
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1.1.2 Escherichia coli uropatogénica (UPEC)

A grande variabilidade genética encontrada entre as cepas de UPEC ndo permite que
as mesmas sejam agrupadas em categorias distintas como acontece no caso de E. coli
diarreiogénicas. Varias hipoteses tém sido levantadas para explicar a origem dessa
diversidade. Uma delas preconiza que bactérias patogénicas podem se transformar em
bactérias uropatogénicas através da transmissdo horizontal de genes de viruléncia que
possibilitam que as mesmas infectem e sobrevivam no trato urinério (ABE, 2008). Atraves
dos fatores de viruléncia, algumas cepas de UPEC podem invadir as células epiteliais do
hospedeiro e produzir um biofilme intracelular que confere protecdo em relagcdo ao ataque do
sistema imune e tratamento com antibidticos por longos periodos. Essa propriedade das
UPECs pode explicar a natureza enigmatica da infeccdo crbnica e recorrente da I1TU
(ANDERSON et al., 2004).

Os fatores de viruléncia mais comumente associados as UPECs sdo: (i) adesinas
especificas, como fimbria P (Pap), fimbria tipo 1, fimbria S; (ii) outras adesinas nao fimbriais;
(iif) hemolisina e (iv) formacdo de cépsula de polissacarideos para imunoevasdo (WILES;
KULESUS; MULVEY, 2008). Destaca-se a fimbria tipo 1 por ser um importante fator de
viruléncia encontrado em UPEC e em outras Enterobacteriaceae. Ela possui afinidade a
oligossacarideos do tipo manose e em UPEC é essencial para a adesdo ao epitélio do trato
urinario (BOWER et al., 2005).

1.2 InfecgBes urindrias e antibioticoterapia

O trato urinario é usualmente um ambiente estéril, excetuando — se a uretra distal que
apresenta organismos residentes. A manutencdo deste ambiente ocorre devido a presenca de
uma série de mecanismos que atuam na prevencao das ITU. A alta osmolaridade, baixo pH,
presenca de acidos organicos e concentracdo de ureia, além do fluxo e producdo constantes,
0s quais possibilitam a eliminacdo mecénica de microrganismos, sdo alguns deles. Devem
ser consideradas ainda as barreiras de defesa das mucosas e a imunocompeténcia sistémica
do hospedeiro.

A infeccdo do trato urinario (ITU) caracteriza-se pela presenca de agentes infecciosos
e invasdo tissular em qualquer parte do trato urinario (urina, bexiga, rins), sendo usualmente
classificada de acordo com o seu sitio de infeccdo. A infeccdo do trato urindrio pode ser

assintomatica ou sintomatica, e um quadro muito comum no trato urinario é a bacteremia
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assintomatica, que é definida mais precisamente como o isolamento de bactérias na urina em
quantidade maior ou igual a 10° unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/ml),
mas sem sintoma local ou sistémico de infeccdo (STAMM, 2002). A bacteremia de baixa
contagem pode significar contaminacdo, contudo, a maioria dos microorganismos isolados é
tipica de infeccdo do trato urinario, como a E. coli dentre outras enterobactérias gram
negativas ou S. saprophyticus. Portanto, a baixa contagem de bactérias pode refletir uma
fase inicial de ITU, uma diluicdo urinaria por maior ingestao de liquidos, crescimento lento
de certos uropatogenos ou ainda sindrome uretral (STAMM, 2002). As ITU séo
classificadas como: inferior (cistite-infeccdo na bexiga) e superior (pielonefrite - infec¢do do
rim). Os sintomas da cistite sdo relativamente moderados, ja a piolenefrite apresenta
sintomas mais graves e em 30% dos casos pode gerar complicacdes, onde uma bacteremia
pode evoluir para um quadro de sepse. (ANDERSON et al., 2004). As ITU representam 0
principal tipo de infeccdo hospitalar e € uma das mais frequentes causas de consultas na
pratica médica, com cerca de 40% do total das infec¢cBes adquiridas em hospitais e, em
custo, 14% do valor total despendido com as infeccdes nosocomiais. A grande maioria das
ITU é causada por enterobactérias, mas também podem ser provocadas por outros
microorganismos, E. coli permanece o uropatdégeno predominantemente isolado de infecgdes
agudas (VIEIRA et al., 2007; ARSLAN, 2005).

A antibioticoterapia em casos de infeccdo urinaria € realizada através do uso de
diferentes agentes antimicrobianos. Os antibidticos mais utilizados no tratamento de 1TU sao
0s seguintes: sulfametoxazol, trimetropim, amoxacilina, acido nalidixico, cefalexina,
ciprofloxacina, norfloxacina e nitrofurantoina (HEILBERG; SCHOR, 2003). Na rotina de
microbiologia clinica, além dos antibidticos citados acima, sdo testados cefalosporinas de
todas as classes (cefalotina, ceftazidima, cefoxitina, cefepime), gentamicina, amicacina,
imipenem, meropenem, além do monobactamico azttreonam.

No que diz respeito a0 modo de agdo e mecanismos de resisténcia dos agentes
antimicrobianos destacam-se algumas classes, como: aminoglicosideos, 0s componentes dessa
classe atuam diretamente no ribossomo bacteriano, se ligam a porcdo 30S do ribossomo,
diminuindo a sintese protéica e levando a leitura incorreta do RNA mensageiro. Os
mecanismos de resisténcia contra aminoglicosideos sdo: reducdo da concentra¢do no interior
da célula através da acdo de bombas de efluxo, alteracdo do alvo e inativacdo de enzimas
(acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidiltransferase) (KONEMAN, 2008). As
quinolonas sdo utilizadas para o tratamento de infec¢des respiratdrias e urinarias. O alvo das

quinolonas sdo as topoisomerases tipo 1l (DNA-girase em gram-negativas), enzimas que
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separam as fitas de DNA em duas fitas simples. Mutac¢des nos genes que codificam a DNA
girase é o principal mecanismo de resisténcia contra essa classe de antibitticos. O
cloranfenicol é um antibacteriano de largo espectro, utilizado principalmente contra bactérias
anaerdbias, mas utilizado como controle em todos gram-negativos por ser considerado um
antibidtico potencialmente indutor de resisténcia. Tem acdo sobre a sintese proteica, inibindo
a formacao das ligacdes peptidicas durante o alongamento da cadeia polipeptidica. O principal
mecanismo de resisténcia bacteriana que inativa esse agente é a enzima cloranfenicol
acetiltransferase (TENOVER, 2006). A rifampicina ndo é usualmente utilizada contra gram-
negativos porém é utilizado como controle positivo em cepas mutadoras, que frente a esse
antibidtico apresentam o fendtipo mutador com grande quantidade de coldnias satélite. A
presenca de coldnias heteroresistentes em relacdo a rifampicina ocorre devido a mutagdes no
gene rpoB, que promove o0 aumento da resisténcia. A Rifampicina tem sua acdo sobre a RNA-
polimerase, promovendo uma ligacdo irreversivel e bloqueando a iniciacdo da cadeia de
RNA. Os beta-lactamicos incluem as penicilinas (ampicilina), penicilina + inibidor de beta-
lactamase (piperacilina/tazobactam), cefalosporinas de primeira (cefalexina, cefalotina),
segunda (cefoxitina), terceira (ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona) e quarta geracdo
(cefepime), monobactdmicos (aztreonam), carbapenémicos (imipenem, meropenem,
ertapenem). Essa categoria de antibi6ticos possui larga aplicagdo clinica e 0s mecanismos de
resisténcia a esses compostos podem envolver diferentes estratégias, como descrito no
préximo item (TENOVER, 2006)

1.3 Antibiéticos beta-lactamicos

Atualmente, os antibidticos beta—lactamicos permanecem como componentes essenciais a
antibioticoterapia utilizada para o tratamento de infec¢des causadas por bacilos gram—
negativo em hospitais (CLSI, 2011). As cefalosporinas sdo agrupadas em ‘“geracdes” por suas
caracteristicas antimicrobianas. As primeiras cefalosporinas foram agrupadas na “primeira
geragdo” enquanto mais adiante, cefalosporinas de espectro de agdo mais amplo frente a
bactérias gram-negativas, foram classificadas como cefalosporinas de segunda geracdo. Cada
nova geracdo de cefalosporinas tem mais poténcia frente a bactérias gram-negativas e
caracteristicas antimicrobianas perceptivelmente maiores que a geragdo precedente. Os
carbapenémicos também sdo um grupo de antibioticos beta-lactamicos com a diferenca de que
0 atomo de enxofre no anel tiazolidinico da molécula de penicilina é substituido por um
atomo de carbono (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).
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A obtencgdo do acido 6-amino-penicilanico por hidrolise da penicilina, permitiu a sintese
de diversos beta-lactdmicos por adi¢do e/ou substituicdo de radicais, como a ampicilina e a
ureidopenicilina. A primeira cefalosporina foi isolada de Cefasloporium acremonium em
1948, mas apenas ap0s a caracterizacdo do acido cefalosporanico e modificacbes em suas
cadeias laterais, teve seu uso clinico iniciado em 1964. As cefalosporinas, junto com as
cefamicinas, constituem o subgrupo dos cefens. Possuem em sua estrutura basica o anel beta-
lactdmico associado a um anel dihidrotiazinico, denominados em conjunto, acido
cefalosporanico (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

Os antibioticos beta-lactdmicos, atuam na parede celular bacteriana que é composta
por unidades alternadas de acido N-acetilmuramico (NAM) e N-acetilglicosamina (NAG),
cuja ligacdo covalente é catalisada por transglicosidades. A ligacdo entre as cadeias com
repeticdes de NAM e NAG é feita entre os terminais pentapeptidico com dois residuos de D-
alanina na sua extremidade. A ligacdo entre as cadeias com repeticbes NAM e NAG ¢ feita
entre os terminais pentapeptidicos das moléculas de NAM, cada NAM possui um terminal
pentapeptidico com dois residuos de D-alanina na sua extremidade. A ligacdo covalente entre
esses dois residuos — a transpeptidacdo- é catalisada pelas proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs). Essas ligacdes, que se repetem ao longo de toda a parede celular, sdo essenciais para
conferir & mesma rigidez e estabilidade. Os antibidticos beta-lactdmicos atuam interferindo na
biosintese da camada de peptideoglicano, o anel beta-lactdmico tem estrutura semelhante ao
terminal D-alanina-D-alanina do NAM, o que permite a sua ligacdo as PBPs, que por sua vez
sofrem acilacdo durante essa interacdo, o que as torna incapazes de catalisar outras reacGes de
transpeptidacdo (DRAWZ SM, 2010). Como a parede celular é uma estrutura dindmica e
duplicada a cada 20 ou 30 minutos, para a divisdo bacteriana, e a primeira etapa da sintese da
parede inclui a autdlise para insercdo de novas unidades de NAM e NAG, a parada da sintese
causada pelo beta-lactamico resulta indiretamente na desestruturacdo da parede e predisple a
célula a lise osmotica. Além das transpeptidases, outras proteinas ligadoras de penicilina
participam da formacdo da parede da célula bacteriana e possuem func@es distintas. Dessa
forma a interferéncia com diferentes PBPs produz diferentes efeitos morfoldgicos a medida
gue a sintese da parede é comprometida (KONEMAN, 2008). As cefalosporinas sao
amplamente utilizadas no tratamento de ITU causada por bactérias da familia
Enterobacteriaceae e mostra grande afinidade pela PBP3 em E. coli, a qual, quando inativa
resulta na inibigcdo da diviséo celular.

Sobre 0s mecanismos de resisténcia dessa categoria, esses podem ser expressos

continuamente haja ou ndo um estimulo (KONEMAN et al., 2008). Essa assertiva é referida
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como expressdo constitutiva. Em contrapartida, alguns genes precisam ser “induzidos” pela
exposicao a substancia estimulante antes de produzirem o produto do gene induzido. Muitas
beta-lactamases das bactérias gram-negativas estdo presentes no cromossomo e Sao
produzidas constitutivamente, mas podem ser induzidas para produzir niveis ainda maiores da
enzima. Alguns mecanismos séo expressos de forma homogénea (totalidade da populagéo
bacteriana testada), enquanto outros sdo expressos de forma heterogénea (apenas uma
pequena fracdo das bactérias) (KONEMAN, 2008).

A resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos, geralmente € impulsionada pela
producdo de enzimas beta—lactamases codificadas por plasmideos (mecanismo de resisténcia
exdgena), porém outros mecanismos de resisténcia codificados pelo cromossomo
(mecanismos de resisténcia enddgena) também podem ser utilizados pela bactéria contra os
beta-lactdmicos, como a alteracdo na permeabilidade, alteracdo da proteina alvo (PBPS)
impedindo a ligacdo do antibiotico, ou ainda, pela conjugacéo desses mecanismos (MOYA et
al., 2009).

1.4 Mecanismos de resisténcia

1.4.1 Producdo de enzimas beta-lactamases

Compostos beta-lactdmicos sdo produzidos por diversos microorganismos presentes
no solo e provavelmente sua producao pode representar uma vantagem competitiva pelo nicho
ecolégico. De modo anélogo, a producdo de beta-lactamases pode representar uma vantagem
adaptativa para garantir a integridade da parede celular. As beta-lactamases constituem um
grupo diverso de enzimas, mas tem em comum a capacidade de hidrolisar o anel beta-
lactdmico. Inicialmente as beta-lactamases acilam os beta-lactdmicos e a seguir atuam
hidrolisando-0s, 0 que permite a regeneracdo de sua capacidade catalitica, tornando-as
disponiveis para atuar em outra catalise (DRAWZ, 2010). Muitos géneros de bactérias gram-
negativas apresentam ocorréncia natural de beta-lactamases mediadas por cromossomos.
Essas enzimas sao estruturalmente relacionadas com as PBPs e apresentam homologia em sua
sequéncia (GHUYSEN, 1991).

Duas classificacboes de beta-lactamases sdo amplamente utilizadas. A primeira
proposta foi a de Ambler, que se baseia na similaridade de sequéncias de aminoacidos, sendo
as enzimas agrupadas em quatro classes principais A, B, C e D, nessa classifica¢do, o grupo

de enzimas com capacidade de hidrolisar oxiimino cefalosporinas denominado beta-
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lactamases de espectro estendido (ESBL) pertencem a classe A de Ambler. A segunda
classificagdo, proposta por Bush-Jacoby-Medeiros se baseia na homologia, ou seja, substratos
preferenciais e bloqueio da atividade enzimatica por inibidores (BUSH; JACOBY, 2010).
Nessa classificacdo, as ESBLs pertencem ao subgrupo 2be, indicando que derivam das
enzimas TEM-1, TEM-2 E SHV-1, mas possuem um espectro de hidrolise mais amplom
indicado pela letra “e” na sigla. Outra particularidade funcional ¢ que em sua maioria, sofrem
inibicdo por clavulanato, sulbactam e tazobactam, o que facilita sua deteccdo laboratorial.
Outro grupo de enzimas com propriedades funcionais semelhantes aquelas das derivadas de
TEM-1, TEM-21 E SHV-1 sdo as cefotaximases (CTX-M). Esse grupo de enzimas pertence a
classe A de Ambler, e assim como as ESBLs derivadas de TEM-1, TEM-21 E SHV-1, séo
inibidas por clavulanato, sulbactam e piperacilina (BUSH; JACOBY, 2010).

1.4.2 Alteracdo na permeabilidade

A permeabilidade das membranas aos antibidticos e o transporte das moléculas através
das barreiras sdo muito importantes, sendo mais importantes ainda nas bactérias gram-
negativas, que possuem duas membranas que formam um obstaculo contra os agentes que tem
0 seu alvo de acdo localizado dentro da célula.

Para muitos antibioticos, incluindo o grupo beta-lactamico, o principal meio de
transporte através da membrana externa das bactérias entéricas € o grupo de proteinas de
membrana denominadas porinas. Duas importantes proteinas foram identificadas em E. coli:
um grande canal porina denominado OmpF (proteina F da membrana externa) e um pequeno
canal porina denominado OmpC (YOSHIMURA; NIKAIDO, 1985). Outros antibioticos além
dos compostos beta-lactamicos também parecem depender das porinas para ter acesso a
celula. A resisténcia ao cloranfenicol e aos aminoglicosideos que geralmente é causada pela
degradacdo enzimatica, assim como a resisténcia aos beta-lactamicos e quinolonas que
geralmente é causada por alteracdo de alvo, também podem resultar de alteracdes nas porinas
e, consequentemente, reducdo na permeabilidade do envoltério celular (SANDERS et al.,
1984).

1.4.3 Alteragéo de alvo

O alvo dos antibioticos beta-lactamicos sdo as PBPs, em E. coli sdo encontradas 12

PBPs diferentes, sendo que 4 delas podem ndo ser essenciais in vivo, enquanto as outras
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contribuem direta ou indiretamente com a sensibilidade aos beta-lactdmicos. (SARKAR et al.,
2011). A alteracdo ou delecdo de uma PBP pode levar a resisténcia bacteriana ao antibiotico
que tem essa proteina por alvo, fazendo com que o antibidtico ndo tenha mais acesso a cadeia
de peptideoglicano em crescimento. Pequenas mutagdes pontuais, delecdes ou insercdes nos
genes que codificam uma PBP, podem levar a altera¢cBes na sequéncia de aminoacidos da
proteina resultante desse gene. Tem sido demonstrada em estudos com diversas bactérias a
ocorréncia de PBPs alteradas que levam a resisténcia, como a PBP1 em H. pylori , a PBP2 em
S. aureus e a inativacdo da PBP4 em P. aeruginosa. (SARKAR et al., 2011).

A funcéo distinta das diferentes PBPs foi ilustrada de forma significativa em E. coli,
na qual a interferéncia com proteinas diferentes produz diferentes efeitos morfoldgicos, a
medida que a sintese das paredes celulares é comprometida. Em E. coli a PBP 2 atua atua na
formacédo das paredes cruzadas na divisao celular e a PBP 3 no alongamento das células ap6s
a divisdo (SPRATT, 1975). As cefalosporinas s&o amplamente utilizadas no tratamento de
ITU causada por bactérias da familia Enterobacteriaceae e mostra grande afinidade pela

PBP3 em Escherichia coli, a qual, quando inativa resulta na inibicao da divisdo celular.

1.4.4 Mecanismo de efluxo

O efluxo de antibidticos pode conferir um nivel residual de resisténcia através da
remocao ativa, de modo que as concentrac@es intracelulares desses agentes nunca atingem um
nivel suficientemente alto para exercer uma atividade antimicrobiana efetiva (KONEMAN,
2008). Este mecanismo pode ndo ser suficiente para expressar resisténcia clinica, porém, em
conjunto com outros mecanismos pode estar na origem de faléncias terapéuticas. A
especificidade do antibidtico pode variar em funcdo da bomba de efluxo. A resisténcia é
frequentemente causada por mutagfes que ocorrem nos repressores transcricionais dos genes
que codificam essas proteinas. As mutagdes que ocorrem nestes genes podem também levar a
um aumento da eficiéncia do transporte dos antibioticos para o exterior da célula (MOREIRA,;
SOUZA; MORAES, 2004).
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Figura 1- Mecanismos de Resisténcia em Bactérias Gram-Negativas
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Os mecanismos de resisténcia presentes em gram-negativos incluem a perda de porinas, 0 que reduz o
movimento do fAirmaco através da membrana celular, a presenga de B-lactamases, no espaco periplasmatico, o
que degrada o B-lactdmico; aumento da expressdo da bomba de efluxo da transmembrana, a qual expele o
medicamento a partir de a bactéria antes que possa ter um efeito, que tornam o antibidtico incapaz de interagir
com o seu alvo, as mutagBes no alvo de agdo dos antibioticos, que impedem que o antibiotico se ligue ao alvo e
uma mutacgdo no lipopolissacarideo, o que torna a classe de antibioticos de polimixina incapazes de ligar este
alvo. As esferas vermelhas indicam os antibi6ticos.

Fonte: Peleg (2010).

1.5 Mutac0es e resisténcia aos antibioticos

A estabilidade e integridade do DNA sdo indispensaveis para a sobrevivéncia e
continuidade da correta informacao genética pos replicacdo. Porém, em células normais existe
a frequente formagdo de lesdes no DNA que podem levar ao estabelecimento de mutacdes, as
guais podem ter os mais diversos efeitos sobre a célula, como efeitos deletérios e letais até
efeitos benéficos que promovem adaptabilidade ao meio (PERRON; HALL; BUCKLING,
2010). Com a intencdo de preservar a integridade gendmica, 0s organismos dispdem de
maltiplos mecanismos de reparo e prevencdo de danos, os quais promovem a estabilidade do

DNA, protegem o genoma de modificacbes potencialmente mutagénicas ou citotoxicas e



27

garantem a transmissdo acurada da informac&o genética (MILLER, 1996). Os mecanismos de
reparo de DNA trabalham, com algumas excecgdes, para evitar que essas lesdes tornem —se
mutacdes. Boa parte dessas lesdes € formada por fatores enddgenos ou exdgenos, que
danificam o DNA de maneira continua.

As mutagdes no DNA por troca de bases ocorrem por transigdo entre bases do mesmo
grupo, uma purina por outra pirimidina por outra pirimidina; ou por transverséo entre bases de
grupos distintos. Se a lesdo leva a uma distorcdo estrutural, causando um bloqueio da
progressdo da molécula de DNA polimerase, ela é classificada como potencialmente letal
(SNIEGOWSKI; GERRISH; LENSKI, 1997). Mutacdes em nivel molecular (o tipo mais
comum é a mutacdo pontual) podem ser causadas por fatores exdgenos (ambientais) ou
enddgenos. Esse tipo de mutacdo envolve a substituicdo de um par de bases, ou ainda a adi¢édo
ou delecdo de uma base. Essa mutacdo pode levar a alteracdo de um cddon, resultando em
uma das seguintes situacGes: mutacdo de sentido trocado, quando ocorre a alteracdo do
aminoacido codificado, gerando uma proteina defeituosa; mutacdo sem sentido, a alteracéo do
cddon gera um codon de terminacdo, gerando uma proteina incompleta; mutacao silenciosa,
qguando o cdédon alterado codifica 0 mesmo aminoacido, ndo prejudicando portanto a sintese
proteica; ou ainda a uma alteracdo no quadro de leitura (frameshift). Sabe-se que processos
celulares normais geram danos no DNA, da mesma natureza, porém em maior frequéncia, que
aqueles gerados por fatores ambientais (LINDAHL, 1999).

Apesar da maioria das mutacdes serem desvantajosas, hd a possibilidade das mesmas
desenvolverem novas caracteristicas desejaveis. A mutacdo pode funcionar como um
mecanismo de adaptabilidade e evolugdo, como exemplo as bactérias que desenvolvem

resisténcia a antimicrobianos, decorrente de mutagfes cromossomicas.

1.6 Mecanismos de reparo do DNA

Os conhecimentos acerca dos mecanismos de reparo de DNA sdo essenciais ao
entendimento sobre como e por que o genoma de um individuo é afetado ao longo do seu
tempo de vida e sobre como processos de reparo de DNA sdo eficientemente conduzidos,
através de diferentes caminhos. As vias de reparo de DNA estéo universalmente presentes nas
células e sdo conservadas. Apesar da protecdo oferecida por seus diversos mecanismos,
alguns danos escapam ao reparo e causam erros na replicacdo e transcri¢do. Estdo descritos
atualmente os seguintes mecanismos de reparo: (i) reparo direto (fotorreativacdo). O

mecanismo de fotorreativacao utiliza a luz visivel para retirar ou reverter danos causados por
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irradiacdo UV no DNA. A enzima fotoliase tem dois cromoforos, um deles capta um foton e a
transfere para um segundo croméforo. A energia do segundo cromdforo é utilizada para
reverter o dimero, ou seja, quebrar a ligacdo covalente entre as pirimidinas (LINDAHL,
1999); (ii) reparacéo direta por alquitransferéncia. Outra forma de reversao direta da leséo é o
reparo de bases alquiladas. Em consequéncia de processos quimicos e enzimaticos, grupos
alquil podem ser incorporados ao DNA. Proteinas codificadas pelos genes ada e ogt realizam
0 processo de alquiltransferéncia, captando para si 0s grupos alquil em um mecanismo no qual
a molécula de proteina que recebe o grupo alquil perde a sua atividade ; (iii) reparo por
excisdo de bases (BER), esse tipo de reparo é caracterizado pela excisdo Unica e
exclusivamente da base lesada. Uma série de enzimas, denominadas DNA-glicosilases,
reconhece a lesdo e promovem a hidrdlise da ligacdo N-glicosil que liga a base ao esqueleto
de fosfato-acticar do DNA. Apos a liberacdo da base errdnea (formacao do sito AP), a enzima
AP endonuclease promove a excisdo da cadeia em regides adjacentes a base perdida. A
enzima DNA polimerase | coloca citosina no local da lesdo e a DNA ligase promove a ligagéo
da fita corrigida (LINDAHL, 1999); (iv) reparo por excisdo de nucleotideos (NER), esse
sistema é mais geral e mais flexivel do que o BER descrito no item anterior, pois é capaz de
reconhecer e reparar um grande ndmero de lesbes ndo necessariamente relacionadas
estruturalmente. O mecanismo funciona com a inicial remogéo de um fragmento de DNA
contendo a lesdo, e a lacuna resultante é preenchida tendo a fita intacta como molde
(LINDAHL, 1999); (v) reparacdo de bases mal pareadas (mismatch repair), o reparo de erros
de pareamento (ou MMR) é uma via de reparo que corrige bases mal pareadas no DNA apds a
replicacdo. A atividade revisora da enzima corrige alguns, mas nao todos os erros. O reparo
de erros de pareamento consiste no reconhecimento da base mal pareada, excisdo do
segmento de DNA que contém o erro e a sintese da regido removida utilizando a fita parental
como molde (WU; KHALPEY; CASCALHO, 2004); (vi) reparo oxidativo (ou sistema GO),
varios tipos de lesdes de base podem ser causadas por estresse oxidativo, sendo que a lesdo 8-
0xoG é a mais abundante e bem caracterizada em E. coli (MICHAELS, 1992).

1.6.1 Complexo de genes mut

Os genes mut tém sido amplamente descritos na literatura associados ao aumento da
taxa de mutagdo quando defeituosos. O organismo seja ele procariotico ou eucariotico, ao
perder parte da fungéo de uma das vias de reparo composta pelos genes mut (MMR e sistema

GO), pode sofrer alteracbes importantes, como processos de carcinogénese em células
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eucarioticas e alteracdes letais ou benéficas em células procaridticas. Em bactérias, o
complexo de genes mut quando defeituoso, tém sido associado ao surgimento de cepas
consideradas hipermutadoras, onde o defeito no gene aumenta a taxa e frequéncia de mutacao
e essas mutacdes afetam beneficamente os mecanismos de resisténcia a antibioticos (HORST,
1999; MILLER, 2002).

A resisténcia enddgena pode resultar de mutacfes envolvendo genes cromossomais,
pois durante o processo de replicacdo, todo organismo vivo estd passivel a sofrer danos ou
erros em seu DNA. Como ja citado nos itens anteriores, 0s mecanismos de reparo sdo
responsaveis por corrigir lesdbes do DNA. As lesdes ndo eliminadas podem resultar em
mutacdes, que serdo herdadas pelas geracOes seguintes, podendo impossibilitar o bom
funcionamento do organismo ou em alguns casos aumentar a variabilidade de uma espécie.
Em bactérias, mutacbes em alguns genes podem levar a um fendtipo seletivo, sendo dessa
forma favoravel a adaptabilidade da bactéria ao meio.

Dentre os mecanismos de reparo atuantes em bactérias, dois agem no organismo
através da acdo pos—replicativa das proteinas resultantes do complexo de genes mut (tabela 1),
sdo eles: reparo de bases mal pareadas (MMR) e o reparo por excisdo de bases - (mediado
pelo sistema GO). Em E. coli o sistema MMR envolve os produtos dos genes mutS, mutL,
mutH e uvrD e o sistema GO conta com a participagdo do produtos dos genes mutT, mutM e
mutY (CHOPRA et al., 2003) (Tabela 1).

Tabela 1 - Genes do complexo mut

Gene Especificidade Acéo

mutH GC -ATeAT-G: participa do sistema MMR

mutL GC -ATeAT-G: participa do sistema MMR

mutS GC -ATeAT-G: participa do sistema MMR

mutD Todas substituicdes de base  atua com a DNA polimerase 111

mutT AT-CG previne incorporacao de A: 8-oxodG
mutY G C-T:A Glicosilase corrige G: A e 8-0xo0dG:A
mutM G C-T:A promove excisdo da8-oxodG

Fonte: Adaptado de Horst (1999).
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1.6.2 Reparo de bases malpareadas (methyl directed mismatch repair - MMR)

O reparo de erros de pareamento (ou MMR) é uma via de reparo que corrige bases mal

pareadas no DNA ap0s a replicacdo. A replicacdo é uma importante fonte de mutacGes,
visto que a DNA polimerase incorpora um erro de pareamento a cada 10™ 107
nucleotideos adicionados (WU; KHALPEY; CASCALHO, 2004). A atividade revisora da
enzima corrige alguns, mas ndo todos os erros. O reparo de erros de pareamento consiste
no reconhecimento da base mal pareada, excisdo do segmento de DNA que contém o erro
e a sintese da regido removida utilizando a fita parental como molde.
Oito diferentes tipos de erros de pareamento podem ser gerados durante a replicacdo, além
de estruturas em forma de alca resultantes de insercdes ou delecGes de nucleotideos em
uma das fitas de DNA. O MMR reconhece com eficiéncia a maioria dos erros, retirando-
os do genoma recém replicado. E necessario que haja uma coordenacéo entre 0o MMR e a
replicacdo do DNA, para que seja feito o direcionamento do reparo a fita recém
sintetizada (BOWER et al., 2001).

Em E. coli, o sistema MMR ¢ direcionado por metilacdo das sequencias GATC na
fita que é sintetizada apds a replicacdo. Além da DNA polimerase, SSB (single strand
binding protein), helicase, exonucleases e DNA ligase, trés enzimas especificas sdo
requeridas. O MutS se liga nas bases mal-pareadas. O MutH se liga na sequéncia GATC.
Se somente uma das fitas € metilada no GATC, a proteina MutH atua como endonuclease
sitio especifica clivando a fita ndo metilada na porcdo 5 do G da sequéncia GATC,
marcando a fita para ser reparada. A proteina MutL se liga ao MutS e MutH no complexo.
Uma vez que a clivagem ocorreu, a fita de DNA ndo metilada é degradada no sitio de
clivagem até a regido de mau pareamento e replicada com DNA novo (BREGEON et al.,
1999; TAJIRI; MAKI; SEKIGUCHI, 1995).
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Figura 2 - Sistema MMR
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Para a corre¢do de bases mal incorporadas, € necessaria distincdo entre a fita molde e a fita recém sintetizada.
Em procariotos, logo apdés a replicacdo, as adeninas no contexto GATC estdo metiladas apenas na fita molde. O
processo de reparo se inicia com a ligacdo do homodimero de MutS ao erro de pareamento. Entdo, MutL é
recrutada e ativa MutH, que cliva a fita ndo metilada a 5 da sequéncia GATC mais préxima (acima ou abaixo do
erro de pareamento). O fragmento desde o local de clivagem até o erro de pareamento € removido por uma
exonuclease, auxiliada por uma helicase e por proteinas de ligacao a fita simples. A distancia entre 0 mismatch e
0 sitio GATC pode chegar a 1000 pb, o que torna 0 MMR um processo bastante dispendioso.

Fonte: Alberts (2002).

1.6.3 Reparo oxidativo (Sistema GO)

A oxidacdo, no que diz respeito a modificacdo de bases, representa o principal fator
enddgeno de danos ao DNA, sendo estimada a formacao de 10 000 bases oxidadas por dia por
célula de mamifero. Mais de cem tipos diferentes de modificagbes causadas por espécies
reativas de oxigénio (ROS) no DNA ja foram identificadas, incluindo lesdes de bases, sitios
AP, lesdes de desoxirribose, quebras de fita simples, quebras de fita dupla e crosslinks, muitas

das quais apresentam propriedades citotdxicas e/ou mutagénicas (CADET et al., 1997).
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O aumento intracelular de ROS causa danos a diversas biomoléculas e caracteriza uma
situacdo de estresse oxidativo. No curso da evolugéo, os organismos desenvolveram diferentes
estratégias para minimizar os efeitos deletérios de danos oxidativos (ou reduzir o custo do
préprio metabolismo), incluindo um intricado sistema de defesa antioxidante (composto por
SOD, glutationa peroxidase, catalase, peroxiredoxinas) (FINKEL, 2000) e diversos
mecanismos de reparo do DNA, dos quais se destaca o reparo por excisao de bases (BER).
Dentre os diversos danos causados por ROS no DNA, o BER esta envolvido no reparo de
lesbes em bases, erros de pareamento, sitios AP e quebras de fita simples (FRIEDBERG;
WALKER; SIEDE, 1995).

Dentre os quase 50 tipos identificados de lesbes de base causadas por estresse
oxidativo, a lesdo 8-0xoG (8-oxoguanina ou 7,8-dihidro-8-oxoguanina, muitas vezes referida
como GO) é uma das mais abundantes e bem caracterizadas (WOOD et al., 1992). A 8-0x0G
é formada em altas quantidades, pela reacdo de diferentes moléculas oxidantes com o DNA,
mas principalmente pelo radical OH. Apresenta propriedades mutagénicas, devido a
capacidade de realizar pareamento com a adenina durante a replicacdo , 0 que pode resultar,
predominantemente, em alta frequéncia de transversdes GC:TA. Altas concentracdes de 8-
oxoG sdo encontradas no DNA nuclear e mitocondrial de diferentes tipos de células, embora
seus valores basais absolutos, que refletem o balanco entre a geragdo continua da lesdo e sua
remocao, sejam controversos (WOOD et al., 1992).

Em Escherichia coli, trés diferentes enzimas, que constituem o Sistema GO, cooperam
simultaneamente para prevenir a mutagénese espontanea causada pela 8-oxoG: Fpg, MutY e
MutT. A enzima Fpg € uma DNA glicosilase bifuncional que reconhece e remove
especificamente a lesdo 8-0xoG quando pareada a citosina (MICHAELS; MILLER, 1992).
Alguns residuos de 8-0xoG nédo sdo reparados por Fpg (ou Oggl) e persistem no DNA até a
proxima replicacdo. Nesses casos, considerando que polimerases replicativas
preferencialmente incorporam adenina frente a 8-oxoG (de 5 a 200 vezes mais
frequentemente que citosina), € alta a probabilidade de, em um segundo round de replicacéo,
ocorrer uma transversdao GC:TA no local da leséo (WOOD et al., 1992). Para minimizar este
problema, a glicosilase MutY remove adenina do par 8-oxoG:A (e deve atuar antes do
segundo round de replicacdo envolvendo a lesdo), gerando um gap que sera preenchido pelo
DNA polimerase. A sintese de DNA durante o reparo normalmente restaura o par 8-oxoG:C
(uma vez que a polimerase envolvida no reparo incorpora C, preferencialmente), criando uma
nova oportunidade para a retirada de 8-0xoG por Fpg (MICHAELS; MILLER, 1992).
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O pool de nucleotideos também é alvo de oxidacdo e GTPs sdo atacados por ROS,
formando 8-oxodGTPS. Em E. coli, em condi¢bes de estresse oxidativo, nucleotideos
presentes no pool sdo, na verdade, os principais alvos de oxidacdo pelo radical OH. Quando
8-0x0-dGTP é erroneamente incorporado frente a adenina no molde de DNA, a acdo da
glicosilase MutY favorece a fixagao da transversdo AT:CG, pois remove a base correta do par
8-0x0G:A, a adenina. Dessa forma, é importante que nucleotideos oxidados, principalmente
8-0x0-dGTPs, sejam eliminados do pool de nucleotideos. Essa funcéo é realizada pela terceira
proteina do sistema GO, a hidrolase MutT, que previne a incorporacdo de 8-oxodGTP
noDNA, hidrolisando o trifosfato oxidado a monofosfato (8-oxo-dGMP) (WOOQOD et al., 1992;
EDWARD; YANOFSKY,1969).

A importancia do sistema GO pode ser evidenciada pelo elevado feno6tipo mutador
apresentado por E. coli deficientes nos genes fpg, mutY e mutT. As frequéncias de
transversdes GC:TA e AT:GC sdo até 800 vezes maiores em E. coli duplo mutantes fpg-
mutY- e até 1000 vezes maiores em mutantes mutT-, quando comparadas as células selvagens
(MICHAELS; MILLER, 1992).

Figura 3 - Sistema GO e as proteinas Fpg, MutY e MutT.
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A oxidagdo do pool de nucleotideos pode gerar 8-0xo-dGTP. Caso 8-0xo-dGTP ndo seja hidrolisada a 8-oxo-
dGMP por MutT, pode ser incorporada frente a A, gerando o par A:GO, substrato de MutY. A acdo de MutY
remove a base molde (adenina), fixando a mutacdo AT:GC. 8-oxo-dGTP também pode ser incorporada frente a
C, gerando o par C:GO, substrato de Fpg.

Fonte: Adaptado de Slupka, (1996).
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1.7 O fenétipo mutador

Apesar de o reparo de DNA ser crucial para a manutencdo da integridade gendmica em
todos os organismos, 0 surgimento de variacdo no conteddo genémico, gerando novos
caracteres, que podem permitir maior adaptacdo a novas condi¢des ambientais, também é
essencial para o sucesso evolutivo. Sem mutacdes, seria impossivel alcancar adaptacdo. A
taxa de mutacdo espontanea em um organismo (expressa em nimero de mutagdes por genoma
por replicacdo) é relativamente constante entre diferentes organismos, com diferentes
tamanhos de genoma (DRAKE et al., 1998) e reflete o balanco entre os processos quimicos e
bioldgicos que geram as mutacdes e 0s processos bioldgicos que suprimem as mutacdes
(GLASSNER; POSNICK; SAMSON, 1998). Esse balanco pode eventualmente ser alterado,
promovendo fendtipos mutadores.

Fendtipos mutadores podem ser gerados por um conjunto de fatores como: defeitos em
vias de reparo de DNA (MILLER, 1996), elevada exposicao a agentes mutagénicos, defeitos
na atividade revisora de DNA polimerases, sintese translesdo propensa a erros , entre outros.
Dentre eles, alteracbes em mecanismos de controle da fidelidade de replicacdo do DNA
(incluindo a inativagdo do MMR ou a inducdo de polimerases propensas a erro) parecem ser
0S principais responsaveis por aumentos na taxa de mutacdo e geracdo de variabilidade
(MILLER, 1996).

Um fendtipo mutador pode conferir vantagem seletiva em ambientes adversos, através
da maior geragdo de variabilidade e, portanto, maior adaptabilidade ao meio. No entanto, uma
vez que a maioria das mutacgdes sdo deletérias ou neutras, o acimulo de mutagdes indesejadas,
promovido por um feno6tipo mutador, pode resultar em perda de fitness. Dessa forma, quando
0 ambiente se torna constante, o fen6tipo mutador ja ndo é mais favoravel a célula adaptada e
as células devem, assim, perder a caracteristica mutadora (0 que pode ser obtido, por
exemplo, através da transferéncia horizontal de genes). Alternativamente, o proprio estresse
ambiental pode ser a fonte de um fen6tipo mutador transiente, suficiente para gerar
variabilidade justamente no momento em que ela é necessaria (DENAMUR; MATIC, 2006).
Os mecanismos através dos quais o estresse ambiental aumenta a frequéncia de mutacées séo
0 dano direto no DNA e, principalmente, a inducéo de respostas globais de tolerancia, como a
sintese translesdo propensa a erros ou a regulacdo negativa de genes do MMR, através da
ativacdo de respostas SOS.

Técnicas de andlise da taxa de mutacdo ja foram descritas para varios organismos
(revisado por GATEHOUSE, 1987; GEE et al., 1994; JOSEPHY, 2000). Em Escherichia coli,
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o ensaio de mutagénese “LacZ” (CUPPLES, 1989), baseia-se na reversdo de mutacOes
especificas no gene que codifica para a B-galactosidase, enzima que catalisa a hidrdlise de
lactose gerando glicose e galactose. As varias linhagens de E. coli LacZ— do sistema de Miller
contém diferentes mutacbes que se revertem por um evento especifico de transicdo,
transversdo ou frameshift. Os revertentes LacZ+ sdo capazes de crescer em meio minimo
contendo lactose como fonte de carbono e assim podem ser selecionados e quantificados em
meio solido. Portanto, este sistema pode ser utilizado para testar diretamente a especificidade
da mutacao.

Como ja sabemos, a replicacdo cromossémica requer um alto grau de fidelidade, e os
estudos em Escherichia coli K-12 tém identificado os principais mecanismos pelos quais isso
é conseguido. A abordagem experimental utilizada para resolver a questdo de fidelidade
baseou-se principalmente no isolamento e caracterizacdo das linhagens mutadoras. Um
fendtipo mutante é exibido por mutantes que tém uma frequéncia de mutacdo espontanea
aumentada em relacdo ao tipo selvagem. A suposicdo € que essas bactérias sdo prejudicadas
em sistemas que normalmente deveriam corrigir erros de replicacdo e, em geral, essa hipdtese
tem sido correta. Levou algum tempo, no entanto, para essa suposicao ser comprovada, dado
que um dos trabalhos mais relevantes no tema, considerando uma mutagdo no sistema MMR
associado a aumento de resisténcia em linhagens mutantes de E. coli e Salmonella foi
publicado em 1996 por LeClerc.

Numerosos estudos laboratoriais indicam que mutacfes que afetam a expressdo dos
genes do complexo mut geram cepas mutadoras em E. coli, aumentando portanto as taxas
mutacionais e gerando possiveis vantagens adaptativas (HORST, 1999). A grande maioria dos
mutadores apresenta defeito nos genes que codificam as proteinas de reparo do methyl-
directed mismatch repair (MMR), sistema que corrige a incorporacdo de bases errbneas na
nova fita de DNA. (LI et al., 2003). Em estudos genéticos o termo “taxa de mutagdo”
(conforme definido por LURIA; DELBRUCK, 1943) é aplicado para estimativas da
quantidade de mutagdes que ocorrem por nucleotideo, por geragdo em todo genoma, sendo
consideradas mutagdes favoraveis ou ndo. Diferentemente desse conceito, a frequéncia de
mutacéo, quantifica os mutantes presentes em uma populagéo, e ndo a quantidade de eventos
mutacionais. (BAQUERO, 2000).

No caso do fendtipo mutador para resisténcia a antibioticos, a frequéncia de mutacéo é
definida in vitro pela quantidade de mutantes detectaveis em uma populacdo bacteriana
quando exposta a uma determinada concentracdo de antibiotico. (BAQUERO, 2000;

TRINDADE, 2010). A frequéncia espontanea de mutacdo em bactérias varia em torno de 107
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e cepas mutadoras apresentam um aumento de 50 a 1000 vezes dessa frequéncia (CHOPRA,
O’NEILL; MILLER, 2003), conforme foi demonstrado em um dos primeiros estudos sobre
frequéncia de mutacdo, onde os intervalos variaram de 10® a 10° em E.coli para rifampicina.
(LE CLERC et al., 1996).

A emergéncia de isolados de E. coli com fendtipo de maltipla resisténcia (resisténcia a
3 ou mais classes de antimicrobianos) e considerada um sério problema de saude publica.
Cepas de E. coli K12 naturalmente mutadoras que apresentam o gene mut alterado podem
apresentar vantagens seletivas, como uma relevante resisténcia a cefalosporina por meio de
alteracbes da PBP3 (proteina alvo da cefalosporina) pela substituicdo de 3 ou 4 aminoacidos
(MOYA et al., 2009). A alta frequéncia de cepas mutadoras que apresentam aumento da
resisténcia a antibidticos tem sido frequentemente descrito em cepas patogénicas de E.coli,
Salmonella sp, Shigella sp, Pseudomonas aeruginosa e Neisseria meningitidis.(BEGG;
HALL, 2006; MILLER et al., 1996), demonstrando que as cepas mutadoras conseguem se
adaptar mais rapidamente ao ambiente de stress causado pelo antibidtico do que as cepas
selvagens, gerando uma selecdo que contribui para a emergéncia de isolados multirresistentes,
fato que representa um sério problema para a antibioticoterapia no tratamento das infecgdes

no ambiente hospitalar.
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2 OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo geral verificar a prevaléncia de linhagens com o
fendtipo mutador para antibiéticos beta-lactdmicos entre linhagens patogénicas de E. coli
provenientes de infeccOes urinarias e intestinais em humanos. O trabalho visou ainda estudar
0S mecanismos envolvidos na resisténcia os antibidticos beta—lactdmicos em col6nias

resistentes derivadas das linhagens mutadoras selecionadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas e condigdes de crescimento in vitro

As linhagens de bactérias utilizadas na triagem inicial compreendem 53 isolados
clinicos mantidos na bacterioteca do Laboratério de Genética e Fisiologia de bactérias da
USP, sendo 48 provenientes de infecgcdes urinarias (UPEC) e 5 provenientes de infeccdes
intestinais. Foram utilizadas também, como controle positivo, 2 linhagens bacterianas
deficientes nos genes mutY e mutS e 1 linhagem ndo-mutadora para controle negativo (Tabela
2). As amostras foram semeadas a partir de estoques congelados em placas de Agar Luria

Bertani (LB) e incubadas por 18 a 24 horas, a 37 °C, para posterior isolamento de col6nias.

Tabela 2 - Bactérias utilizadas para triagem inicial deste trabalho

Bactéria Pat6tipo Amostras Referéncia

E. coli UPEC lal6 Bacterioteca laboratorio
E. coli UPEC 19a42 Bacterioteca laboratério
E. coli UPEC 44 a 51 Bacterioteca laboratorio
E. coli EHEC 80 Bacterioteca laboratério
E. coli EHEC 597 Bacterioteca laboratorio
E. coli EHEC 3003 Bacterioteca laboratério
E. coli EHEC 61 Bacterioteca laboratorio
E. coli EHEC 79 Bacterioteca laboratério
E.coli K12 Mut-Y MILLER, 2002

E.coli K12 Mut-S MILLER, 2002

E.coli K12 MG1655 LI B, 2003

3.2 Antibiograma e caracterizacdo do fendtipo mutador.

3.2.1 Realizacdo do antibiograma pelo método de difusdo em disco (Kirby — Bauer)

Foram inoculadas 3 — 4 coldnias em meio LB liquido, incubando — o por 6 a 8 horas a 37
°C sob agitacdo de 200 rpm. A turbidez do crescimento foi ajustada para uma D.O 0,5 - 0,6
(mensurada em 600 nm) para realizacdo do antibiograma. Discos especiais de papel filtro
impregnados com concentracdes padronizadas de antibidticos séo colocados sobre uma placa
de Agar Mueller-Hinton previamente semeada com a amostra. Apés incubacdo de 18 a 24

horas, a 37 °C, o halo de inibicdo é medido e interpretado como sensivel, resistente ou
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intermediario, de acordo com os critérios estabelecidos no Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (antigo NCCLS). Foram utilizados para o teste 0s seguintes
antibioticos beta-lactdmicos em disco: aztreonam (30 mcg), cefalotina (30 mcg), ceftazidima
(30 mcg), cefepime (30 mcg), ceftriaxona (30 mcg), cefoxitina (30 mcg), ampicilina (10
mcg), amoxacilina/ac. Clavulanico (30 mcg), piperacilina/tazobactam (30 mcg), ertapenem
(10 mcg), meropenem (10 mcg), imipenem (10 mcg). Utilizamos ainda para obter um
parametro comparativo, antibioticos de classes distintas, em disco, que sdo geralmente
utilizados na clinica no antibiograma para isolados gram — negativos provenientes de ITU:
rifampicina (10 mcg), cloranfenicol (30 mcg), ciprofloxacina (5 mcg), norfloxacina (10 mcg),
ac. nalidixico (30 mcg), nitrofurantoina (300 mcg), sulfametoxazol/trimetropim (25 mcg),

gentamicina (10 mcg), amicacina (30 mcg).

3.2.2 Caracterizacdo do fendtipo matador

Para identificar o fenotipo mutador, verificamos a presenca de colénias dentro do halo
de inibicdo de cada antibiotico testado, essas coldnias serdo denominadas colbnias satélites.
Isolados/cepas mutadoras com presenca de coldnias satélites, e, portanto demonstrando
aumento de resisténcia ao antibiotico testado, tiveram sua frequéncia de mutacéo calculada.

3.3 Determinacéo da frequéncia de mutacéo para resisténcia a antibiotico

3.3.1 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

Para determinacdo frequéncia de mutacdo é necessario inicialmente determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM). Na determinacdo do CIM foi utilizado o método
quantitativo de determinacdo em tiras E-test (Probac, Sdo Paulo- SP, Brasil), para os
antibidticos cefalotina, ceftazidima e rifampicina. O indculo, diluicdo e semeadura foram
realizados da mesma forma que no método de disco difusdo, seguido da aplicacdo das tiras
nas placas. A gradiente de antibiotico presente nas tiras reflete a uma faixa continua de
concentragdo, que varia de 0.016 a 256 mcg/ml nas tiras de cefalotina e ceftazidima e de
0.002 a 32 mcg/ml nas tiras de rifampicina. Esta faixa corresponde a 15 dilui¢cdes num método
convencional de CIM. A leitura do CIM foi realizada segundo tabela padronizada pelo

fabricante em mcg/ml.
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3.3.2 Frequéncia de mutacéo

Ap0s obter o CIM das amostras, é necessario realizar a titulacdo dos isolados/cepas
em meio livre de antibidtico e posteriormente com adicdo do antibiotico a ser testado,
parametros que serdo utilizados para o calculo da frequéncia de mutacdo. Para a titulagdo sem
acréscimo de antibiético no meio foram inoculadas 3 — 4 col6nias em meio LB liquido,
incubando — o por 18 a 24 horas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm. Foi realizada uma diluicdo
seriada em solucdo salina estéril partindo de aliquotas de 100 mcl da cultura crescida, de
forma a obter suspensdes diluidas até 10®. Foram semeadas em placas de LB 100 mcl de cada
suspensdo bacteriana em duplicata e incubadas por 18 a 24 horas a 37 °C . Foi realizada a
contagem de coldnias crescidas nas placas equivalente a cada diluicdo e calculada a média do
valor encontrado para cada amostra. Na titulacdo com acréscimo de antibi6tico no meio, o
procedimento foi realizado da mesma forma descrita no item anterior, porém nesse caso as
placas de LB foram preparadas com concentra¢es de antibidtico referente a 3 vezes o valor
do CIM encontrado para cada amostra. O antibiético rifampicina foi utilizado como controle
positivo (segundo descrito por Le Clerc em 1996, cepas mutadoras apresentam altas
frequéncias para rifampicina, visto que mutagdes pontuais em apenas um gene - rpoB -
confere resisténcia) e os antibidticos cefalotina e ceftazdima foram testados para as cepas que
apresentaram fendtipo mutador para esses antibioticos no teste de triagem. As concentracdes

utilizadas foram definidas conforme descrito na tabela 3.

Tabela 3 - Linhagens selecionados para determinacdo da frequéncia de mutacédo e
concentracdes de antibiotico utilizadas

Cepa Rifampicina (mcg) Cefalotina (mcg) Ceftazidima (mcg)

MG 1655 18 4,5 1
Mut - Y 36 24 -
Mut - S 18 4,5 --
29 9 6 -

47 12 -- 3

32 12 - 36

80 9 8 -

-- ndo ha valores pois isolado ndo apresentou o fendtipo mutadorou se mostrou resistente ao antibiotico
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Os valores de frequéncia de mutacdo espontanea foram expressos como o numero de
mutantes resistentes recuperados como uma fragcdo do total de bactérias viaveis (CHOPRA et
al., 2002) descrito na seguinte equacao:

F = titulo em meio ¢/ antibidtico X diluicdo

titulo em meio s/ antibiético

3.4 Busca de bases genéticas para o fendtipo mutador encontrado nas linhagens clinicas
de E. coli

A identificacdo de genes codificadores de mutY, mutS e mutL (genes escolhidos dentre
o complexo mut para identificacdo por PCR) foi realizada pela reacdo de polimerase em
cadeia (PCR). O DNA bacteriano foi obtido utilizando a metodologia do Kit Wizard
(Promega, Séo Paulo-SP, Brasil) para bactérias gram-negativas. Nas reaces de PCR serdo
utilizados os iniciadores descritos na Tabela 4. A reacdo foi otimizada utilizando a enzima Pfu
DNA polimerase da Promega e posteriormente foi utilizada a enzima Taq DNA polimerase
High Fidelity (Invitrogen, Grand Island-NY, USA).

Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados no PCR

Gene alvo Sequéncia Temperatura

mutY de F=5gCCCCCAACAACAQTgAATTCgg 3 60,2 °C
UPEC R=5gCTgTAACAAACYCTCCACggg 3

mutS de F=5"CgACgCCCATACQCCCAT 3 60,2 °C
UPEC R=5 CgATAAATCCACTCCAQC 3’

mutL de F=5"CCAATTCAgQgTCTTACCgCC 3’ 56,2 °C
UPEC R=5 ACAgATTgTAACAgACCACCC 3’

mutY de F=5AgCgTCgCAATTTTCAgQCCC 3 60,2 °C
EHEC R=5 gCCAgTgCgTAACTgCTg 3°

mutS de F=5"CgACgCCCATACQgCCCAT 3 60,2 °C
EHEC R=5"ACACCAgACTCTTCAggAg 3’

mutL de F=5 ggTCTTACCgCCACAACTgg 3’ 56,2 °C

EHEC R=5ATCACTCATCTTTCAggyC 3’
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O produto amplificado de cada reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1%, usando o marcador molecular de 100 pares de bases (pb) GeneRuler 1kb e corado com
Gel Red Nucleic Acid Stain e visualizado em UV (312 nm) com auxilio de um

transiluminador ultravioleta, sendo foto documentado pelo sistema GelDoc It.

3.5 Selecdo de coldnias satélites resistentes a beta-lactamicos e determinacgédo dos valores
de CIM para os antibiodticos cefalotina ou ceftazidima a partir das linhagens
mutadoras

Para obtencédo das coldnias satélites foi realizado um antibiograma, conforme técnica
descrita abaixo, utilizando as linhagens mutadoras e antibi6ticos descritos na tabela 2. Foram
inoculadas col6nias em meio LB liquido, incubadas por 6 a 8 horas a 37 °C sob agitacdo de
200 rpm. A turbidez do crescimento foi ajustada para uma D.O 0,5 — 0,6 (mensurada em 600
nm) para realizacdo do antibiograma. Discos especiais de papel filtro impregnados com
concentragcfes padronizadas de antibidticos sdo colocados sobre uma placa de Agar Mueller-
Hinton previamente semeada com a amostra. Apds incubagdo de 18 a 24 horas, a 37 °C,
colbnias satélites foram retiradas de dentro do halo (demonstrado na figura 1) de inibicdo as
para prosseguirmos com o estudo. Selecionamos 20 coldnias satélites de dentro de cada halo
para posterior determinacdo do CIM para os antibidticos cefalotina ou ceftazidima. Para a
determinacdo do CIM, o antibidtico foi diluido em 200 mcl de meio LB em diferentes
concentracgdes, utilizando placas de 96 po¢os. A concentracado inicial de antibidtico em todos

os casos foi igual ao valor de CIM ja conhecido do isolado original.

Tabela 5 — Antibidticos empregados no isolamento de colbnias resistentes a beta-
lactamicos

Cepa Antibidtico
Mut - Y Cefalotina
Mut - S Cefalotina

29 Cefalotina
47 Ceftazidima
80 Cefalotina

32 Ceftazidima
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3.6 Determinacéo da natureza da resisténcia aos beta-lactamicos em clones derivados
das linhagens mutadoras (testes de natureza da mutagéo)

Os testes de natureza da mutacdo foram divididos em 2 grandes grupos: testes
fenotipicos de producdo de enzimas beta—lactamases e testes para avaliacdo de
permeabilidade de membrana. A utilizacdo dessas técnicas visa verificar 2 dos 3 mecanismos
de resisténcia que atuam contra os antibioticos beta-lactamicos (producdo de enzimas beta-

lactamases e alteracdo de permeabilidade de membrana).

3.6.1 Testes fenotipicos de producdo de enzimas beta — lactamases

Para avaliar a possivel produgdo de enzimas beta-lactamase, realizamos o teste clinico de
aproximacéo de discos (CLSI, 2011), sendo esse teste dividido em 3 métodos:
e aproximagdo utilizando discos de EDTA, imipenem (IPM) e meropenem (MPM) -
Utilizado para deteccdo de enzimas metallo — beta lactamase

e aproximagdo utilizando discos de Amoxacilina/Ac. Clavulanico (AMC), aztreonam
(ATM), ceftriaxona (CRO), ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX) - Utilizado para
deteccdo de enzimas beta—lactamase de amplo espectro (ESBL)

e aproximacdo utilizando discos de cefoxitina (CFO) e aztreonam (ATM) -Utilizado

para deteccdo de Amp C. (DALMARCO, 2006)

Os testes foram realizados seguindo 0 mesmo procedimento ja descrito para realizacdo de
antibiograma por disco difusdo. De cada isolado, foram testadas 3 clones resistentes a
cefalotina ou ceftazidima além da colbnia original (sem aumento da resisténcia). Os clones
utilizados nessa etapa foram definidos apds a determinacdo do CIM no item anterior, sendo

esses representantes das faixas de CIM encontradas.
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Tabela 6 - Coldnias utilizadas para determinacéo da natureza da mutacéo

Linhagem Coldnia antibiotico
MutY Original Cefalotina
MutY 1 Cefalotina
MutY 7 Cefalotina
MutY 8 Cefalotina
MutS Original Cefalotina
MutS 4 Cefalotina
MutS 9 Cefalotina
MutS 10 Cefalotina

47 Original Ceftazidima
47 14 Ceftazidima
47 18 Ceftazidima
47 5 Ceftazidima
32 Original Ceftazidima
32 2 Ceftazidima
29 Original Cefalotina
29 2 Cefalotina
29 7 Cefalotina
29 10 Cefalotina
80 Original Cefalotina
80 4 Cefalotina

3.6.2 Testes para avaliacdo de permeabilidade de membrana

Os testes para avaliacdo de permeabilidade de membrana, foi realizado utilizando o

corante Cristal violeta (C.V) em 2 testes distintos:

3.6.2.1 Avaliacdo da resisténcia ao cristal violeta

Foi realizado um MIC com cristal violeta diluido em LB, em placa com 96 pogos.
As concentracfes de C.V variaram de 0,07 mcg a 26 mcg/ml, com o proposito de
determinar a concentracdo de C.V a ser utilizada no experimento seguinte e avaliar a

resisténcia a C.V nas amostras estudadas.
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3.6.2.2 Teste de captacéo do cristal violeta (C.V)

As colbnias foram crescidas O/N em 6 ml de LB e aliquotadas em 2 partes distintas,
sendo o tubo 1 para mensurar D.O (590nm) antes de acrescer o CV (aliquota branco) e o tubo
2 0 teste a 37 °C, (conforme descrito por GUSTAFSSON et al., 1973) O tubo 2 foi incubado
por 15 minutos a 37°C e em seguida foi acrescentada o C.V a uma concentracdo final de
10mcg/ml e incubado novamente por mais 15 minutos. A D.O dos tubos acrescidos de C.V
foi mensurada utilizando o tubo 1 como branco, obtendo assim valores de absorbancia para o
C.V em cada amostra. As amostras foram centrifugadas a 4.500 rpm a 4°C por 15minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o pellet bacteriano resuspendido em 2 ml de PBS 1x
acrescido de lisozima a (concentracdo final de 800 mcg/ml) e os tubos foram incubados a
37°C por 30 minutos. Apés esse procedimento foi acrescentado a amostra o detergente SDS
(concentracéo final de 1% do volume total) e novamente incubado a 37°C por 15 minutos. O
tratamento do pellet com PBS/lisozima e SDS foi realizado com a intencdo de promover a lise
das células e dessa forma liberar todo o conteddo de C.V que foi internalizado.
(GUSTAFSSON et al., 1973; GUYMON; SPARLING). Apdés o segundo periodo de
incubacéo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos e sobrenadante teve
a D.O mensurada. O percentual de C.V captado pela célula foi calculado utilizando a seguinte

equacao:

D.O sobrenadante (po6s lise celular) x 100 = C.V captado pela célula
D.O tubo com C.V (descontado branco)
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4 RESULTADOS

4.1 Antibiograma e caracterizacao do fendtipo mutador

Realizamos o antibiograma das 53 cepas testadas (48 amostras de UPEC e 5 entéricas)
para 21 antibidticos, sendo 12 diferentes beta-lactdmicos e determinamos o fendtipo mutador
(figura 4) pela presenca de colbnias satélites nos halos de inibicdo de antibidticos para os
quais uma determinada linhagem tenha se mostrado sensivel. Das 53 cepas testadas, 8 foram
positivas para o fendtipo mutador para 1 ou mais antibiéticos, representando 15% do total de
cepas testadas. Das linhagens mutadoras identificadas, 6 apresentam o fenétipo para RIF
(11,3%), 3 para ATM (5,6%), 4 para CFL (7,5%), 2 para CAZ (3,7%), 2 para CPM (3,7%),1
para CRO (1,8%) e 1 para CTX (1,8%) (Figura 5).

Figura 4 — Fenotipo mutador

Presenca de col6nias satélites em amostras bacterianas com potencial fenotipo mutador. Coldnias satélite nos
halos do antibiotico cefalotina na cepa controle MutY (A); col6nias satélite no halo do antibiotico ceftazidima no
isolado 32 (B); coldnias satélite nos halos do antibiotico cefalotina no isolado 29 (C); coldnias satélite no halo do
antibiotico cefalotina na cepa 80 (D).
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Figura 5 — Deteccao do feno6tipo mutador
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Dentre 53 isolados. Foi observado a presenca de col6nias satelite em 6 dos 12 antibioticos testados, sendo que o
percentual de isolados com fen6tipo variou de 1,8% para cefotaxima e ceftriaxona a 11,3% para rifampicina.

Das 8 amostras com feno6tipo mutador positivo, 6 sdo isolados de UPEC (amostras 7,
28, 29, 30, 32 e 47) e 2 cepas de EHEC (79 e 80). Na tabela 6 sdo apresentados os resultados
dos antibiogramas feitos com as linhagens identificadas como mutadoras. Todos os isolados
de UPEC com fen6tipo mutador foram resistentes para 2 ou mais antibiéticos e os 2 isolados
entéricos resistentes para apenas 1 antibidtico. O antibidtico rifampicina também foi
selecionado para caracterizar o efeito mutador das linhagens selecionadas. Como controles
positivos foram utilizados linhagens de E. coli K12 deficientes nos genes mutY ou mutS e a
linhagem MG1655 (linhagem isogénica selvagem da linhagem Mut-S). As linhagens
mutadoras apresentaram coldnias satélites nos halos de inibicdo formados pelos antibiéticos
rifampicina e cefalotina. N&o foram observadas col6nias satélites nos halos de inibicdo dos

antibidticos cloranfenicol, ciprofloxacina, e norfloxacina em nenhuma das linhagens testadas.
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Tabela 7- Padrédo de resisténcia aos antibidticos para os quais foram detectados o
fendtipo mutador.

Cepas Padréo de resisténcia** (diametro do halo de inibicdo em mml)
UPEC RIF ATM CFL CAZ CPM CRO CTX
7 11* S- 30* S-21 S-27 S-29 S-30 S-30
28 g* S-27 | -15* S-25 S-28 S-29 S-30
29 g* S-28 S-20* S-27 S-30 S-27 S-25
30 R S-30 R-13*  S-25 S-28 S-27 S-29
32 10* R-12* R I-14* R-12* R R
47 12* [-15* R S-22* [-17* I-16* I-17*
Intestinais
80 g* S-30 S-16* S-27 S-30 S-29 S-30
79 17* S-32 S-18 S-29 S-32 S-31 S-32
Controle
Mut- S 11* S-29 S-20* S-28 S-30 S-35 S-32
Mut - Y 13* S-28 S-22* S-25 S-30 S-33 S-31
MG1655 12 S-30 S-21 S-29 S-31 S-32 S-30

*Presenca de coldnias satélites no halo (fendtipo mutador positivo)

** S = sensivel, | = intermediério, R = resistente ( o antibidtico rifampicina ndo tem padroniza¢do clinica de
perfil em cepas gram negativas; amostras com perfil apenas ‘R” nfo apresentaram halo e sdo consideradas
resistentes)

4.2 Determinacéo da frequéncia de mutacédo espontanea nas linhagens mutadoras

Dentre os isolados com feno6tipo mutador positivo, selecionamos os isolados 29, 32 e
47 (UPEC) e a cepa 80 (EHEC), em conjunto com os antibidticos cefalotina ou ceftazidima e
rifampicina (controle) para prosseguirmos com o trabalho e analise do fen6tipo mutador.

Para a quantificacdo da frequéncia de mutacdo espontanea, foi necessario inicialmente
determinar os valores de CIM para os diferentes antibidticos que revelaram o fendtipo
mutador para as amostras selecionadas, com o proposito de estabelecer as concentracdes
seletivas a serem utilizadas para a determinacdo das frequéncias de mutagdo espontanea. Os
valores obtidos de CIM foram compativeis ao esperado em relacdo aos perfis e diametros

estabelecidos no teste de disco difusdo (tabela 8 e figura 6).
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Figura 6- Determinagéo do CIM utilizando tiras de E-test

Na figura determinacéo do CIM para cefalotina na cepa controle MutY.

Tabela 8 - Valores de CIM (expressos em pg / ml) para o antibidtico rifampicina,
cefalotina e ceftazidima por meio de E-test

Linhagens  Classificacdo Rifampicina Cefalotina Ceftazidima

7 UPEC 3 1,5 0,032
29 UPEC 6 6 0,125
30 UPEC 2 2 0,032
32 UPEC 4 8 0,125
47 UPEC 4 >256 12
80 EHEC 3 128 1
79 EHEC 1 4 0,094

Mut - S K12 6 4 0,064

Mut-Y K12 12 15 0,064

MG1655 K12 6 8 0,19

Foram utilizadas tiras de rifampicina com gradiente de 0.002 a32 mcg/ml e tiras de cefalotina e ceftazidima com
0.016 a 256 mcg/ml)

Os testes com cefalotina indicaram uma grande variacdo do CIM entre as linhagens
testadas (Tabela 7). Em relacdo a rifampicina, observamos um alto indice de positividade para

a formacdo de colbnias satélites entre as cepas testadas para esse antibiotico. Os testes com
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ceftazidima indicaram que a linhagem 47 apresentou valor de CIM mais elevado em relagéo
as outras linhagens analisadas.

Partindo das observacdes obtidas com os testes de antibiograma e determinacdo do
CIM, selecionamos as linhagens que o fenotipo mutador nos ensaios qualitativos para o maior
nimero de antibidticos testados. A linhagem 29, pelos padrdes do CLSI apresenta
sensibilidade a cefalotina e fendtipo mutador para os antibi6ticos rifampicina e cefalotina, as
linhagens 32 e 47 que responderam com presenca de coldnias satélites para uma variedade de
beta-lactdmicos e a linhagem 80, representante de um isolado intestinal, que respondeu para
cefalotina. As linhagens Mut-S e Mut-Y foram utilizadas como controles positivos, e a
linhagem MG1655 como controle negativo.

4.2.1 Célculos da frequéncia de mutacdo espontanea

Os calculos para frequéncia de mutacdo espontdnea para resisténcia aos diferentes
antibidticos testados foram realizados levando em consideracdo os valores de CIM de cada
cepa. Para definir as concentracGes de antibidtico utilizadas no teste, foram padronizadas em
3 vezes o valor do CIM para cada antibi6tico (rifampicina, cefalotina e ceftazidima). (Tabela
8).

Tabela 9 - Calculo da frequéncia de mutacdo espontanea para rifampicina.

Linhagens CIM Concentracao Frequéncia de

antibiotico (mcg/mil) mutacao
MG1655 6 ug/ ml 18 2x10”
Mut - Y 12 pg / ml 36 4x10”
Mut - S 6 ug/ml 18 5x10°
29 6 pg / ml 18 3,5x10°

47 4pug/ml 12 2,1x10°

32 4ug/ml 12 3,1x10”

80 3ug/ml 9 4x10”7
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Figura 7 - Aumento da frequéncia de mutacao espontanea para resisténcia ao antibiotico
rifampicina em relagéo ao controle negativo MG1655
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Estabelecidas as condi¢des de ensaio, observamos que nas duas linhagens deficientes
em genes mut ocorreu um aumento de 100 vezes da frequéncia de mutacdo espontanea para
resisténcia a rifampicina em relagdo a linhagem MG1655. No isolado 29 observou-se um
aumento de 1000 vezes na frequéncia espontdnea de mutacdo em relacdo a linhagem
MG1655, e aumento de 10 vezes em relacdo as linhagens MutY e MutS. O isolado 80
apresentou um aumento de 100 vezes na frequéncia de mutacdo espontanea para resisténcia a
rifampicina quando comparado a MG1655 e nenhuma diferenca em relacdo as linhagens
MutY e MutS. Os isolados 47 e 32 apresentaram as maiores frequéncias de mutacédo
espontdnea para a rifampicina com aumento de 10.000 vezes em relacdo & MG1655 e

aumento de 100 vezes em relagdo as linhagens MutY e MutS (figura 7).
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Tabela 10 - Frequéncia de mutacdo esponténea para cefalotina para as linhagens 29 e

80 de E. coli
Linhagens Concentracéao Frequéncia de
antibiotico (mcg) mutacao
Mg1655 1,5 pg / ml 5,2x10™
Mut - Y 6x10”
Mut - S 1,5 pg / ml 2,1x10°®
29 8x10”
80 8,2x10”’

Figura 8 - Aumento relativo da frequéncia de mutagdo espontanea para resisténcia ao
antibiotico cefalotina nas linhagens de E. coli 29 e 80 em relacéo a linhagem

MG1655.
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Em relagdo ao antibidtico cefalotina, as linhagens 29 e 80 apresentam frequéncia de

mutacdo espontanea aumentada em relagdo a linhagem ndo mutadora. As linhagens controle

deficientes nos genes mutY ou mutS também apresentaram fendtipo mutador frente a esse

antibidtico. Podemos observar na linhagem MutY um aumento de 100 vezes da frequéncia de

mutacdo e na linhagem MutS um aumento de 1000 vezes em relacdo a linhagem MG1655.

Nas linhagens 29 e 80 observou-se aumento de 100 vezes na frequéncia de mutacdes

espontaneas para resisténcia ao antibidtico em relacdo a linhagem MG1655, com valores

equivalente ao encontrado com a linhagem MutY mas, em ambos os isolados, valores 10

vezes menores do que aqueles detectados com a linhagem Mut-S. (Figura 8)
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Tabela 11- Calculo da frequéncia de mutacdo espontanea para ceftazidima para as

linhagens 32 e 47
Linhagem CIM Concentracao Frequéncia de
antibidtico (mcg) mutacao
MG1655 0,064 pg / ml 1 1x10~
32 12 pg / ml 24 6,8x10°
47 1 pg/ml 3 1,2x10°

Figura 9- Aumento relativo da frequéncia de mutacéo espontanea para resisténcia ao
antibidtico ceftazidima nas linhagens de E. coli 32 e 47 em relacdo a
linhagem MG1655.
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Podemos observar no isolado 32 um aumento de 10.000 vezes da frequéncia de
mutacao espontanea em relacdo a linhagem MG1655 enquanto que no isolado 47 o aumento
observado foi de 1000 vezes (figura 6). As cepas MutY e MutS ndo apresentaram fendtipo

mutador para ceftazidima, portanto ndo se encontram na tabela acima.

4.3 Busca de bases genéticas para o fendtipo mutador encontrado nas linhagens clinicas
de E. coli

Na busca de alteracGes genéticas que explicassem o fendtipo mutador expresso pelas
linhagens de E.coli selecionadas amplificamos 0s genes mutS, mutY e mutL com material

genético das linhagens e iniciadores especificos para 0s genes encontrados em E. coli K12. A
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amplificagdo dos 3 genes nas linhagens 29, 32, 47 e 80 resultou na detecgdo de bandas com
tamanho esperado: a banda de mutY com 1.055 pb, mutS com 2.523 pb e mutL com 1.805 pb

(Figura 10 ). Todos os genes foram amplificados sem demonstrar evidéncias de delecdes.

Figura 10- PCR para genes mutY e mutS.

mutS2323 pb

> =
0 N g 1217 1035pb

Podemos observar as bandas correspondente ao gene mutS amplificada a partir do DNA dos isolados 29 (pocos 2
e 3), 32 (pocos 6 e 7) e 47 (pocos 10 e 11). A banda de mutY aparece na altura de aproximadamente de 1000 pb,
amplificada a partir do DNA dos isolados 29 (po¢os 4 e 5), 32 (pogos 8 e 9) e 47 (pogos 12 e 13).

4.4 Caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia em colbnias satélites derivadas de
linhagens mutadoras apés selecdo com antibidticos beta-lactamicos (cefalotina e
ceftazidima)

Nessa etapa, procuramos identificar 0s possiveis mecanismos que levariam a
resisténcia aos beta-lactamicos empregados na identificacdo das linhagens mutadoras de E.
coli. Para tal finalidade, realizamos inicialmente a determinacdo do CIM para os antibioticos
cefalotina ou ceftazidima para 20 coldnias satélites isoladas a partir do halo inibicdo desses
antibidticos nas linhagens que apresentaram o fenotipo mutador para esses antibioticos.
Dentre as 20 colbnias testadas de cada linhagem verificamos que havia col6nias que
apresentavam valores de CIM iguais ou muito préximos, por esse motivo separamos as

coldnias por faixas de CIM, como indicado nas figuras de 11 a 16.



Figura 11- Faixas de CIM encontrada nas col6nias satélites derivadas da linhagem
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Conforme demonstrado na figura 11, dentre as 20 col6nias da linhagem MutY

testadas, 7 apresentaram valores de CIM na faixa de 18 a 30 mcg/ml, 7 apresentaram valores

de CIM na faixa de 35 a 55 mcg/ml e 6 apresentaram valores de CIM de 230 mcg/ml.
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Figura 12- Faixas de CIM encontrada nas colonias satélites derivadas da linhagem
mutS de E. coli K12 ap0os selecdo com cefalotina. Valor de CIM da linhagem

original: 1,5 pg
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Conforme demonstrado na figura 12, dentre as 20 colbnias de MutS testadas, 7
apresentaram valores de CIM na faixa de 18 a 35 mcg/ml, 8 apresentaram valores de CIM na

faixa de 40 a 60 mcg/ml e 5 apresentaram valores de na CIM faixa de 65 a 80 mcg/ml.
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Figura 13- Faixas de CIM encontrada nas colbnias satélites derivadas da linhagem E.
coli 47 apos selecdo com ceftazidima. Valor de CIM da linhagem original: 1
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Conforme demonstrado na figura 13, dentre as 20 col6nias do isolado 47 testadas, 1
apresentou valor de CIM na faixa de 6 mcg/ml, 12 apresentaram valores de MIC na faixa de
12 mcg/ml e 7 apresentaram valores de CIM na faixa de 25 mcg/ml.



58

Figura 14- Faixas de CIM encontrada nas coldnias satélites derivadas da linhagem E.
coli 32 apos selecdo com ceftazidima. Valor de CIM da linhagem original: 12
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Conforme demonstrado na figura 14, todas as 20 col6nias do isolado 32 testadas

apresentaram valores de CIM na faixa de 1000 mcg/ml.
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Figura 15- Faixas de CIM encontrada nas colbnias satélites derivadas da linhagem E.
coli 29 apds selecdo com cefalotina. Valor de CIM da linhagem original: 2 pg
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Conforme demonstrado na figura 15, dentre as 20 col6nias do isolado 29 testadas, 5
apresentaram valores de CIM na faixa de 9 a 35 mcg/ml, 10 apresentaram valores de CIM na

faixa de 55 a 200 mcg/ml e 5 apresentaram valores de CIM na faixa de 230 mcg/ml.
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Figura 16- Faixa de CIM encontrada nas col6nias satélites derivadas da linhagem 80 de
E. coli O157:H7 apds selecdo com cefalotina. Valor de CIM da linhagem
original: 4 ug
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Conforme demonstrado na figura 16, dentre as 20 col6nias da cepa 80 testadas, 3
apresentaram valores de CIM na faixa de 30 mcg/ml, 6 apresentaram valores de CIM na faixa
de 35 mcg/ml e 11 apresentaram valores de MIC na faixa de 40 mcg/ml. Dentre as 20
coldnias — satélites de cada isolado/cepa selecionamos 1 a 2 representantes de uma mesma
faixa de CIM (tabela 12) que serdo utilizadas para prosseguirmos com 0s testes de natureza de

mutacao nos itens a seguir.
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Tabela 12- Col6nias satélites dos halos de inibi¢do da cefalotina ou ceftazidima, e sua
respectivas faixas de CIM

Linhagens Representante CIM

faixa
MutY Col6nia original 8
MutY I 30
MutY I 55
MutY i 230
MutS Colodnia original 15
MutS I 18
MutS I 60
MutS i 80
47 Coldnia original 1
47 I 6
47 ] 12
47 i 25
32 Col6nia original 12
32 I 1000
29 Coldnia original 2
29 I 9
29 I 35
29 i 230
80 Col6nia original 4
80 I 30a40

Para realizarmos as andlises posteriores voltadas para a caracterizagdo dos
mecanismos envolvidos na resisténcia aos beta-lactamicos expressa em colonias derivadas das
linhagens mutadoras testadas, selecionamos um isolado de cada faixa de CIM identificada.
Tal escolha baseou-se no fato que, dependendo do mecanismo envolvido, os valores de CIM
para cada antibiotico seriam diferentes. Por exemplo, linhagens resistentes a beta-lactamicos
por alteracdo de permeabilidade do envoltério expressariam valores de CIM inferiores aqueles
gue expressassem niveis aumentados de beta-lactamase codificada por genes cromossdmicos.
Na tabela 10, mostramos os respectivos aumentos nos valores de CIM das linhagens
selecionadas em relacdo a linhagem mutadora parental. Dentre as coldnias derivadas da
linhagem MutY, na qual o CIM original é de 8 mcg/ml para cefalotina, podemos verificar que
0 CIM variou de 30 a 230 mcg/ml, representando um aumento aproximado de 8 a 28 vezes da
resisténcia a cefalotina nessas coldnias. Dentre as col6nias derivadas da cepa MutS, na qual o

CIM original é de 1,5 mcg/ml para cefalotina, podemos verificar que o CIM variou de 18 a



62

80mcg/ml, representando um aumento aproximado de 12 a 53 vezes da resisténcia a
cefalotina nessas col6nias. Na linhagem 47 que foi testado para ceftazidima, o CIM original é
de 1 mcg/ml nas colbnias satélites selecionadas o CIM variou de 6 a 25 mcg/ml,
representando um aumento de 6 a 25 vezes da resisténcia a ceftazidima. A linhagem 32,
também testado para ceftazidima, tem o CIM original de 12 mcg/ml, a colénia satélite
selecionada apresentou CIM superior a 1000 mcg/ml, representando um aumento superior a
83 vezes na resisténcia. A linhagem 29, testado para cefalotina, apresenta um CIM original
de 2 mcg/ml. Selecionamos um isolado de cada faixa de resisténcia encontrada que
apresentaram em termos de CIM valores entre 4 a 115 vezes superiores ao da linhagem
original. Por Gltimo, escolhemos um isolado derivados da linhagem 80, originalmente com
CIM para cefalotina de 4mcg/ml, com valores de CIM em torno de 10 vezes superiores ao da

linhagem parental

4.5 Determinacdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia a cefalotina ou a

ceftazidima nos isolados derivados das linhagens mutadoras

Existem 3 possiveis mecanismos principais de resisténcia que afetam a acdo dos
antibidticos beta-lactamicos, sendo eles: producdo de beta—lactamase, reducdo da
permeabilidade do envoltério celular e alteracdo de alvo ( PBPs- proteinas ligadoras de
penicilina). Para determinar a natureza das mutacGes encontradas e possiveis causas do
aumento de resisténcia realizamos testes fenotipicos para verificar 2 dos 3 mecanismos de
resisténcia (producdo de beta—lactamase e reducdo da permeabilidade do envoltério). Para os

testes a sequir foram utilizados os clones descritos na tabela 12.

4.5.1 Producéo de beta-lactamases nos isolados obtidos

Foram realizados testes de aproximacdo de discos (tabela 13), sendo os discos de
EDTA/imipenem/meropenem para verificar a possivel producdo de Metalo—beta lactamases,
no qual quando positivo ocorre um alargamento do halo entre os carbapenémicos e 0 EDTA.
Também foram empregados discos de amoxacilina/acido clavulanico em conjunto com discos
contendo cefalosporinas e/ou aztreonam para verificar possivel producdo de beta-lactamases
de amplo espectro (ESBL) ( Figura 17 ). O clavulanato é um inibidor de beta-lactamases, logo

em um teste positivo observa-se um alargamento do halo entre o clavulanato e os beta-
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lactdmicos. Por fim, realizamos testes para a deteccdo da producdo da beta-lactamase AmpC

realizado com discos de cefoxitina e aztreonam e o clavulanato. (DALMARCO, 2006).

Figura 17- Teste de aproximacao positivo para ESBL

Podemos observar zona de alargamento de halo na coldnia do isolado 29 (A) e fendmeno da formagdo de zona
fantasma no isolado 32 (B).

Tabela 13- Deteccdo de producdo de beta-lactamases em isolados resistentes derivados
de linhagens mutadoras de E. coli

Linhagem Colonia Metallo beta ESBL Amp C
representante lactamase
faixa de MIC

MG 1655 Original Negativo Negativo Negativo
MutY Original Negativo Negativo Negativo
MutY I Negativo Negativo Negativo
MutY 1 Negativo Negativo Negativo
MutY "I Negativo Negativo Negativo
MutS Original Negativo Negativo Negativo
MutS I Negativo Negativo Negativo
MutS 1 Negativo Negativo Negativo
MutS "I Negativo Negativo Negativo
47 Original Negativo Negativo Negativo
47 I Negativo Negativo Negativo
47 1 Negativo Negativo Negativo
47 "I Negativo Positivo Negativo
32 Original Negativo Negativo Negativo
32 I Negativo Positivo Negativo
29 Original Negativo Negativo Negativo
29 I Negativo Negativo Negativo
29 | Negativo Negativo Negativo
29 Il Negativo Negativo Negativo
80 Original Negativo Negativo Negativo
80 I Negativo Negativo Negativo

Conforme esperado, a linhagem MG1655 (controle negativo) e as linhagens MutY e

MutS (controles positivos) ndo apresentaram resultados que indicam producdo de beta-
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lactamases. As linhagens MutY e MutS apresentam defeito nos genes mutY e mutS,
respectivamente, sdo conhecidamente mutadoras e n&o produtoras de beta-lactamases.
Podemos verificar nos dados acima que apenas os isolados 47 e 32 apresentaram coldnias
com indicativo de aumento na expressdo de beta-lactamase do tipo ESBL, sendo que a
linhagem original ndo expressa esse trago. Nesse caso podemos ter mutagOes espontaneas
sofridas por esses isolados que levariam a um aumento na expressdo de genes que codificam

para essas enzimas, mas que permaneceriam silenciosos nas linhagens originais.

4.5.2 Teste de resisténcia ao Cristal violeta (C.V.)

O CV é letal para linhagens de E. coli em determinadas concentracGes. Linhagens que
apresentem valores de CIM elevados, em geral, apresentam alteracfes de permeabilidade do
envoltério que impedem a entrada do corante na célula (Gustafsson et al., 1973 ). Em
primeiro lugar, determinamos os valores de CIM para o CV. nas linhagens mutadoras. Como
mostrado na Tabela 12, os valores de CIM para o CV variaram entre 10 e 14 mcg/ml entre as
diferentes linhagens mutadoras. Nenhum dos isolados resistentes a beta-lactamicos derivados
das linhagens mutadoras apresentou valores de CIM para o C.V. superior a 14. Desta forma,
nenhum dos clones resistentes a beta-lactdmicos derivados de linhagens mutadoras aparenta
ter alteracGes de permeabilidade no envoltério que poderiam contribuir para 0 aumento nos
valores de CIM para 0s antibidticos beta-lactdmicos testados.

Encontramos valores de CIM entre 10 e 14 mcg nas colbnias testadas, e a
concentracdo padronizada para uso no teste seguinte foi de 10 mcg/ml.



Tabela 14- Concentragdo inibitéria minima para Cristal violeta

Isolado/cepa  Coldnia representante MIC
faixa de MIC
MutY Col6nia original 12
MutY I 14
MutY 1 14
MutY "l 12
MutS Col6nia original 12
MutS I 14
MutS 1 14
MutS Il 12
47 Col6nia original 10
47 I 11
47 ] 12
47 Il 11
32 Coldnia original 12
32 I 12
29 Coldnia original 12
29 I 12
29 ] 12
29 i 12
80 Col6nia original 10
80 I 12
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4.5.3 Teste de captacdo do cristal violeta (C.V) — verificacdo de permeabilidade de membrana

Outro ensaio feito para avaliar possiveis alteracfes de permeabilidade do envoltorio

celular foi o teste de captagdo do CV que tem por objetivo verificar qual o percentual de um

composto que a célula consegue captar do meio. A cepa MG 1655 foi utilizada como controle

negativo e apresentou um alto percentual de absorcdo do C.V.
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Tabela 15- Deteccéo de possiveis alteraces na permeabilidade do envoltorio celular de
isolados de E. coli por medigéo da captacdo do CV

Isolado/cepa Coldnia % C.V captado Desvio padréo
MG1655 Original 34,6 1,6
MutY Original 29,4 53
MutY I 26,2 57
MutY I 24,6 58
MutY i 16 14
MutS Original 30,1 2,8
MutS I 28,1 7,7
MutS I 20,9 0,5
MutS 1"l 27 55
47 Original 23,7 1,2
47 I 29,7 7,3
47 I 28,3 4,7
47 1"l 17,1 1,3
32 Original 21,2 3,1
32 I 23 4
29 Original 26 5,6
29 I 32,9 4,1
29 I 25,1 4,4
29 i 18,1 0,7
80 Original 32,9 4.8
80 I 24,9 0,2

Considerando os valores encontrados, verificamos que em relagdo ao controle
negativo MG1655, as colbnias originais das duas linhagens controles MutY e MutS
conhecidamente mutadoras, apresentam percentuais de absorcdo préximo ao de MG1655.. A
col6nia representante da faixa de CIM |1l da cepa MutY, apresenta um percentual baixo em
relacdo a linhagem controle MG1655, fato que pode decorrer de uma alteracdo na
permeabilidade. A linhagem 47 apresentou baixo percentual na col6nia representante da faixa
de CIM II1, podendo caracterizar uma baixa permeabilidade, enquanto as outras colonias e
linhagem original apresentam valores proximos acima de 50% do valor do controle negativo.
A linhagem 32 teve alta permeabilidade para todas as colbnias, e podemos, portanto,

considerar que o mecanismo de resisténcia atuando ndo depende exclusivamente de reducao
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de permeabilidade. A linhagem 29, verificamos um percentual baixo de absor¢do na coldnia
representante da faixa de CIM Ill, podendo caracterizar reducdo de permeabilidade; e na
linhagem 80 todos os valores se mostraram proximos ao de MG1655, ndo consideramos entédo
como resisténcia por permeabilidade.
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5 DISCUSSAO

O mecanismo de adaptabilidade é dependente de duas forcas opostas, sendo elas a
manutencdo da informacdo genética e alteragdes que promovam variabilidade genética e
consequentemente selecdo de organismos. Na maioria dos casos, a variagdo genética ocorre
na presenca de erros durante a replicacao do DNA que ndo sdo corrigidos pelos mutador em
geral resulta de alteracBes nos genes participantes do complexo mut, envolvido com dois
sistemas pos-replicativos de reparo: MMR e reparo oxidativo. (DENAMUR, 2006).

A identificacdo do fendtipo mutador foi primeiramente realizada analisando o halo de
inibicdo dos antibioticos apds realizacdo do antibiograma. A presenca de coldnias satélites
dentro do halo de inibicdo, onde a concentracdo de antibiotico é maior, indica que essas
colbnias sdo mais resistentes do que toda populacdo e podem apresentar valores diferenciados
de MIC entre si. Foram testados antibidticos de classes distintas que sao utilizados na rotina
clinica incluindos os antibidticos beta — lactamicos, usualmente ndo sdo utilizados em estudos
voltados para a caracterizacdo do fenotipo mutador em linhagens bacterianas isoladas de
amostras clinicas. Em outros estudos, como o trabalho descrito por Miller e colaboradores em
2002, foi observado o fenotipo mutador para quinolonas (entre outros antibidticos) em
linhagens de E. coli. No nosso estudo ndo encontramos linhagens positivas para antibidticos
desse grupo. O diferente comportamento de linhagens consideradas mutadoras frente a
diferentes antibidticos testados pode refletir na natureza da alteracdo genética que resulta no
fenotipo mutador, possibilidade que devera ser avaliada durante a conclusdo dos experimentos
previstos para esta tese.

Na literatura tem sido relatada a ocorréncia de linhagens bacterianas mutadoras com
altos niveis de resisténcia a antibioticos de classes distintas, com frequéncia de mutacao
variando entre 100 e 1000 vezes superior a encontrada em linhagens ndo mutadoras
(LECLERC, 1996). Nossos resultados mostraram isolados patogénicos com elevadas
frequéncias de mutacdo espontanea para os antibiéticos cefalotina e ceftazidima, variando
entre 100 e 10.000 em relacdo ao controle a linhagem MG1655. A presenca de alteragdes em
genes mut esta estreitamente relacionada ao aumento da frequéncia de mutacfes espontaneas
nesses isolados e pode ter um reflexo importante na adaptabilidade dessas cepas quando
exposta aos antibidticos no meio (MILLER et al., 2004).

Deve ser destacado que estudos de mesma natureza realizados anteriormente com
diferentes espécies de bactérias empregaram antibiéticos de diversas classes, porém nao

relacionados aos beta-lactamicos ou cefalosporinas, como as duas cefalosporinas (cefalotina e
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ceftazidima) estudadas no presente estudo. Trata-se, portanto, do primeiro relato de mutadores
para antibidticos dessas categorias quimicas. Deve ser lembrado que a resisténcia aos
antibioticos beta-lactamicos pode estar relacionada a mutacdes que levam a alteracdo ou perda
de porinas (reducdo da permeabilidade), alteracdo do alvo de acdo (PBPS) ou a producéo de
beta-lactamases (CHOPRA et al., 2003).

Verificamos também que o os valores de MIC das col6nias satélites estdo aumentados
em relacdo ao isolados originais. Conforme demonstrado no presente relatorio, houve um
aumento de resisténcia (valores de MIC) variando de 8 a 53 vezes nas linhagens MutY e
MutS e variando de 6 a 115 vezes entre as colonias dos isolados estudados, demonstrando que
as col6nias satélites aprsentam diferentes mecanismos que levem a resisténcia aos beta-
lactdmicos. No isolado 32 verificamos o maior valor de MIC que chegou a 1000 mcg em
todas colbnias testadas, 0 que corresponde ao aumento da expressdao de beta-lactamases em
todas as coldnias examinadas.

A natureza da mutacdo de cada col6nia foi estudada abordando 2 mecanismos de
resisténcia para beta lactamicos: producdo de beta—lactamase e alteracdo de permeabilidade.
Nos testes para identificacdo de beta-lactamase de amplo espectro (ESBL) colbnias satélites
dos isolados 47 e 32 apresentaram reacao positiva, fendmeno que ndo se repetiu em colonias
derivadas de outras linhagens mutadoras. Nos testes de captacdo de cristal violeta,
verificamos também col6nias com baixo percentual de absorcéo, o que pode siginicar uma
possivel alteracdo na permeabilidade. No entanto, a variabilidade nos valores observados
entre as coldnias ndo permite apontar com seguranca que tal mecanismo possa ter relavancia
na resisténcia aos antibidticos testados.

Nos testes moleculares, até 0 momento verificamos a presenca de trés genes mut nas
linhagens mutadoras identificadas. Em nenhuma das linhagens foi observada alteracfes nos
genes alvo, pois todos foram amplificados de forma idéntica. Os respectivos genes mutY,

mutL, e mutY foram amplificados e serdo submetidos a sequenciamento.
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6 CONCLUSAO

e Primeiro relato da ocorréncia do fendtipo mutador para antibiéticos beta-lactamicos
cefalotina e/ou ceftazidima entre linhagens patogénicas de E. coli isoladas de casos
clinicos;

e entre 53 isolados de E. coli analisadas 8 linhagens apresentaram o fenotipo mutador
para pelo menos um antibi6tico testado;

e as frequéncias de mutacdo espontaneas encontradas em 4 linhagens selecionadas com
fendtipo mutador em relacéo aos beta-lactamicos cefalotina e/ou ceftazidima foram de
100 a 10.000 vezes superiores aquelas encontradas em linhagem ndo mutadoras e de
10 a 100 vezes superiores aquelas medidas com linhagens de E. coli K12 deficientes
nos genes mutY ou muts;

e ndo foram encontradas alteracdes estruturais (como dele¢Bes) nos genes mutS, mutY e
mutL nas 4 linhagens mutadoras de E. coli estudadas;

e clones resistentes a beta-lactdmicos derivados da linhagem 32 apresentaram aumento
da expressao de beta-lactamase enquanto que anéalises semelhantes feitas com clones
resistentes derivados das linhagens mutadoras 47, 29 e 80 apontam para possiveis
alteracbes em proteinas alvos (PBPs) como base mais provavel para o aumento nos
niveis de resisténcia aos antibioticos beta-lactdmicos;

e como conclusdo final do trabalho demonstra-se que a elevada incidéncia do fenétipo
mutador em linhagens patogénicas de E. coli de origem clinica pode representar um
elemento importante na evolucdo desses patdégenos, em particular, na incidéncia de

resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos.
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