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RESUMO

Providencia stuartii € uma espécie de Enterobacteriaceae que causa diferentes infeccdes
devido, principalmente, a resisténcia intrinseca a antimicrobianos, capacidade para adquirir
novos genes e formacdo de biofilme. Assim, este estudo investigou genes de resisténcia a
antimicrobianos e fatores relacionados com a formacao de biofilme de 28 isolados de P. stuartii
obtidos de um hospital publico de Recife, PE. Além disso, foram apresentadas neste estudo
revisbes do estado-da-arte sobre os principais mecanismos de resisténcia e viruléncia de
patbgenos humanos, sobretudo, P. stuartii. Inicialmente, foi confirmada a identidade
taxondmica por espectrometria de massas e, foram realizados ensaios fenotipicos, seguidos de
moleculares para investigar os genes de resisténcia aac(6')-lb-cr e blakpc. Além disso, foram
investigadas a diversidade genética dos isolados e os genes fimH e mrkD associados a formacéo
de biofilme. Para confirmar a formacéo de biofilme, foram utilizados métodos de coloracéo, de
microscopia e adesdo a hidrocarboneto. Todos os isolados analisados, foram confirmados como
P. stuartii e resistentes a fluoroquinolonas sendo a maioria resistentes a betalactamicos. Este
estudo demostrou o primeiro relato no Brasil do gene aac(6')-1b-cr, presente em 16 isolados e
confirmou a disseminagéo do blakec em 14, dos quais 11 apresentaram ambos 0s genes. Todos
os isolados formaram biofilme e se mostraram, majoritariamente, hidrofilicos. Entretanto, ndo
apresentaram 0s genes fimH e mrkD, os quais sdo associados a formacdo de biofilme em
enterobactérias revelando, assim, particularidades sobre a patogenicidade de P. stuartii. Os
dados obtidos, tanto os experimentais quanto os de revisdes, indicam que as opg¢des para o
tratamento de infec¢des causadas por esta espécie estdo ainda mais limitas, devido ao seu
potencial para aquisicdo de novos genes. Além disso, sugere que mecanismos ainda nado
conhecidos podem ser responsaveis pela formacao de biofilme de P. stuartii. O presente estudo,
reforca a necessidade de pesquisas adicionais para eventualmente prevenir infec¢es causadas

por essa bactéria.

Palavras-chave: aac(6')-1b-cr; Antimicrobianos; Infec¢des bacterianos; Enterobacteriaceae.



ABSTRACT

Providencia stuartii is a species of Enterobacteriaceae that causes caused mainly because of the
intrinsic resistance to antimicrobials, able to acquire new genes and biofilm formation. Thus,
this study investigated antimicrobial resistance genes and factors related to the biofilm
formation of 28 P. stuartii grants obtained from a public hospital in Recife, PE. In addition,
state-of-the-art reviews of the main mechanisms of resistance and virulence of human
pathogens, especially P. stuartii, were presented in this study. Initially, the taxonomic identity
was confirmed by mass spectrometry, and phenotypic, followed by molecular assays were
performed to investigate the aac(6')-1b-cr and blaxpec resistance genes. Furthermore, genetic
diversity was investigated, as well as the fimH and mrkD genes associated with biofilm
formation. To confirm biofilm formation, coloring, microscopy and hydrocarbon adhesion
methods were used. All isolates analyzed were confirmed as P. stuartii and resistant to
fluoroquinolones, the majority being resistant to beta-lactams. This study demonstrated the first
report in Brazil of the aac(6')-1b-cr gene, present in 16 isolates and confirmed the spread of
blakec in 14, of which 11 had both genes. All isolates formed biofilm and were mostly
hydrophilic. However, they did not show the fimH and mrkD genes, which are associated with
biofilm formation in enterobacteria, thus revealing particularities about the pathogenicity of P.
stuartii. The data obtained, both experimental and from reviews, indicate that the options for the
treatment of infections caused by this species are even more limited, due to its potential for
acquiring new genes. Furthermore, it suggests that mechanisms not yet known may be
responsible for the formation of P. stuartii biofilm. The present study reinforces the need for
additional research to eventually prevent infections caused by this bacteria.

Keywords: aac(6')-1b-cr; Antimicrobials; Bacterial infections; Enterobacteriaceae.
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1 INTRODUCAO

A familia Enterobacteriaceae abrange microrganismos ubiquos e constituintes da
microbiota intestinal da maioria dos animais superiores, incluindo seres humanos. Entretanto,
essa familia de bactérias possui uma variedade de espécies patogénicas conhecidas por
causarem infeccdes hospitalares e comunitarias (ELSHAMY; ABOSHANAB, 2020). O género
Providencia, um dos constituintes desta familia, apresenta semelhancas fenotipicas com os
géneros Proteus e Morganella, entretanto, esses trés géneros representam agrupamentos
taxonémicos distintos molecularmente (O’HARA; BRENNER; MILLER 2000). Atualmente,
treze espécies compdem esse género: P. rettgeri, P. stuartii, P. alcalifaciens, P. rustigianii, P.
heimbachae, P. vermicola, P. sneebia, P. burhodogranariea, P. thailandensis, P. huaxiensis P.
siddallii, P. entomophila sp. nov. e P. thoriotolerans sp. nov. (SHIMA et al., 2016; KSENTINI
etal., 2019; SHUKLA et al., 2021).

Providencia é um género de bactérias Gram-negativas caracterizadas como anaerdbias
facultativas, moveis e em forma de bacilos (SANTOS et al., 2015). Esses patdgenos sdo
amplamente associados aos casos de bacteriUria e bacteremia, especialmente, em pacientes
hospitalizados submetidos a algum procedimento de cateterismo (WEI, 2015). Dentre suas
espécies, P. stuartii € uma das mais virulentas e frequentemente associada a infec¢des urinarias.
Além disso, pode causar uma variedade de infeccGes oportunistas como gastrointestinais, em
queimaduras, lesdes cutaneas ou de ferimentos cirdrgicos, pneumonia e bacteremia (SHIMA et
al. 2016; BHARUCHA et al., 2017; PIRIl et al., 2018; ABDALLAH et al.,, 2018;
LIBERTUCCI et al., 2019).

A patogenicidade dessa bactéria deve-se, em grande parte, a resisténcia intrinseca
conferida por genes que codificam enzimas do tipo AMPc (3° 5’-adenosina-monofosfato-
ciclico), que possibilita resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos como penicilinas,
cefalosporinas (primeira e segunda geracao) e inibidores de betalactamases. Essa bactéria possui
também resisténcia natural a outros antimicrobianos como aminoglicosideos (exceto
amicacina), tigeciclina, colistina, polimixina B, entre outros (MAGIORAKOS et al., 2012;
CLSI, 2018). Além da resisténcia intrinseca, essa espécie pode adquirir genes de resisténcia que
codificam diferentes enzimas, a exemplo de carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella
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pneumoniae Carbapenemase), que inativam todos os antimicrobianos betalactamicos, bem
como Aminoglicosideos Acetiltransferases (AACs), que modificam a estrutura dos
aminoglicosideos (AIRES et al., 2016; KRAUSE et al., 2016).

A resisténcia bacteriana as principais classes de antimicrobianos e ao sistema imunologico
do hospedeiro dificulta o tratamento de infec¢Bes hospitalares, e esse quadro pode ser agravado
pela formagdo de biofilmes em dispositivos médicos, bem como em tecidos ou células.
Biofilmes sdo estruturas exopolissacaridicas que conferem protecdo a varios fatores externos e
possibilitam a troca de material genético atraves de elementos genéticos moveis (GALANTE et
al., 2015). Como a maioria das bactérias vivem aderidas em superficies, alguns fatores fisico-
quimicos e genéticos contribuem para a adesdo bacteriana, destacando-se as forcas de atracdo
eletrostatica e hidrofdbica, flagelos, fimbrias adesinas e polimeros (FLEMMING et al., 2016).

Uma vez que a resisténcia bacteriana varia com o tempo e se diferencia de um local para
outro, os estudos epidemioldgicos continuos sdo ferramentas essenciais para manter atualizado
o perfil de resisténcia de bactérias multirresistentes e contribuir com os tratamentos clinicos.
Nesse contexto, esse estudo se propOs a abordar a resisténcia e os principais fatores de
viruléncia de bactérias patogénicas, através de revisao da literatura e investigacdo da ocorréncia
de genes de resisténcia a betalactamicos e aminoglicosideos em isolados clinicos de P. stuartii,
bem como a sua capacidade de formar biofilme e os possiveis fatores associados a esse

mecanismo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar genes de resisténcia a antimicrobianos e genes associados a formacdo de
biofilme em isolados clinicos de P. stuartii, bem como abordar através de revisdes da literatura

a resisténcia aos aminoglicosideos e os principais fatores de viruléncia bacterianos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os isolados de P. stuartii quanto a resisténcia com base no perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos e investigar a ocorréncia dos genes aac(6')-lb-cr e
blakec;

e Analisar a diversidade genética dos isolados entre os diferentes sitios de infeccédo e
setores hospitalares;

e Comparar o perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos com o perfil genotipico
obtido;

e Verificar a capacidade formacdo de biofilme pelo método bioquimico tradicional e por
microscopia de fluorescéncia;

e Determinar o perfil de Hidrofobicidade da Superficie Celular (HSC) dos isolados e
correlacionar com a capacidade de formacéo de biofilme;

e Investigar a ocorréncia de genes codificadores de fimbrias adesinas e analisar as
possiveis relacbes com a formacéo de biofilme;

e Realizar uma revisdo do estado-da-arte sobre os aminoglicosideos e as enzimas que
modificam a estrutura desses antimicrobianos, bem como sobre os fatores de viruléncia

bacterianos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE (IRAS)

As Infeccbes Hospitalares (IH) sdo consideradas um problema relevante de satde publica,
uma vez que podem aumentar as taxas de morbidade e mortalidade. Além disso, podem
aumentar o tempo de internacdo dos pacientes e, consequentemente, elevar os custos de
procedimentos para fins diagndsticos e terapéuticos (MENEGUETI et al, 2015; PERNA et al.,
2015). A IH ¢é caracterizada como toda infeccdo adquirida apds a entrada do paciente no
ambiente hospitalar e que se manifesta durante o periodo de internacdo ou mesmo quando o
paciente ja foi liberado (LIMA et al., 2015).

Ultimamente, em substituicdo ao termo “Infec¢des Hospitalares”, tem sido mais utilizada
a expressdo “Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude” (IRAS). Entretanto, para fins de
estudos relacionados ao ambiente hospitalar o termo IH ainda é empregado, porém com uma
frequéncia menor (MENEZES et al., 2016). As IRAS abrangem tanto as infecgdes adquiridas
em unidades hospitalares e ambulatoriais quanto na comunidade. Com o passar do tempo, vem
sendo consideradas um dos problemas de satde mais recorrentes mundialmente (WHO, 2017;
ANVISA, 2017). Na maioria dos casos, sdo relacionadas a frequente realizacdo de
procedimentos invasivos nos pacientes como, por exemplo, a inser¢do de cateteres, sondas,
entre outros. Os longos periodos de internacao contribuem para vulnerabilidade dos pacientes a
infeccdes, especialmente por causa do uso inadequado de antimicrobianos no ambiente
hospitalar, o que contribui para o desenvolvimento e disseminacdo de microrganismos
multirresistentes (GOMES; MORAIS, 2018).

Dentre os setores hospitalares, as Unidades de Terapia Intensiva (UTI) se destacam na
incidéncia de pacientes que contraem IRAS, apresentando o maior percentual de surtos
epidémicos (OLIVEIRA et al., 2017). Esses setores sdo destinados aos pacientes em condi¢fes
graves, que necessitam de monitoramento continuo de suas fungdes vitais basicas. No entanto,
sdo considerados setores criticos, tanto pela instabilidade funcional dos pacientes quanto pelo
risco elevado destes adquirirem infecgbes uma vez que, em muitos casos, fazem uso de
imunossupressores (PEREIRA et al., 2016; SOUSA; OLIVEIRA; MOURA, 2016).
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Quanto as instituicBes de salude brasileiras, os estudos epidemiolégicos mostram um
aumento crescente de infecgOes adquiridas, bem como do custo de tratamento dos pacientes
infectados. As unidades publicas de salde s@o as mais preocupantes, exibindo as maiores taxas
de prevaléncia de IRAS (SOUZA; OLIVEIRA; MOURA, 2016; VELOSO; CAMPELO, 2017).
Apesar dos avancos em relacdo ao controle de infecgBes, na prética cotidiana, varias
dificuldades s&o presenciadas. Muitas unidades hospitalares apresentam uma infraestrutura
precaria e atendem milhares de pacientes fragilizados, os quais sdo mais susceptiveis as
infeccdes. Além disso, os profissionais dentro das instituicdes resistem as mudancas de habitos,
0 que dificulta o controle de IRAS (BUENOS; PIO; CHIRELLI, 2019; ALMEIDA et al., 2019).

Giroti et al. (2018), ao analisarem a estrutura e o processo dos Programas de Controle de
Infeccdo Hospitalar (PCIH), observaram a necessidade de as instituicbes de saude
acompanharem continuamente a efetividade desses programas e fazer os reajustes necessarios,
uma vez que sdo essenciais para a seguranca dos pacientes. Conforme orienta a Agéncia
Nacional de Vigilancia da Saude - ANVISA (2017), é fundamental o didlogo entre as equipes
para gerar medidas de controle efetivas e estimular os profissionais de saude na mudanca de
habitos.

3.2 RESISTENCIA BACTERIANA

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é considerada um problema
grave de saude publica em todo o mundo. Naturalmente, 0s microrganismos necessitam
desenvolver estratégias de sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis para sua permanéncia e
propagacdo. A resisténcia bacteriana a diferentes condi¢bes ja existe antes mesmo da
comercializacdo desses farmacos pela humanidade. A partir da utilizacdo e distribuicdo de
antimicrobianos mundialmente, foi observado um crescimento significativo de resisténcia
bacteriana (ALOS, 2015).

Esta pode ocorrer espontaneamente por mutacdes pontuais, delecdes ou insercdes no
material genético devido a exposicao da bactéria a diferentes condi¢cbes mutagénicas como, por
exemplo, as radia¢Ges ionizantes. Porém, também pode ser transmitida de uma bactéria Multi-
Droga Resistente (MDR) para outras sensiveis através de elementos genéticos

moveis configurando, assim, uma resisténcia adquirida (ABDALLAH; BALSHI, 2018). Dentre
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os fatores que favorecem a distribuigdo global desses microrganismos, destaca-se a capacidade
de Transferéncia Horizontal de Genes (THG), que possibilita a recombinacdo de caracteristicas
e permite a adaptacdo por um longo periodo de tempo (CROUCHER et al.,, 2016). Os
antimicrobianos sdo a principal fonte de mudancgas nos mais diversos ambientes e desencadeiam
alguns de mecanismos de resisténcia incluindo o THG, que pode ocorrer por conjugagao,
transducdo e recombinacdo (Figura 1). O crescimento da resisténcia aos antimicrobianos é
frequentemente associado a alta capacidade adaptativa e evolutiva de microrganismos, sendo as
bactérias mais susceptiveis as mudancas e aquisicdo de genes (ROJAS; ULATE, 2016; VON
WINTERSDORFF et al., 2016).

A: Conjugagéo B: Transformacéo

DNA
cromossomico
“  DNA livre

Plasmideo i

DNA de bacteriofago

L | DNA
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C: Transducio D: Agentes de transferéncia de genes

Figura 1: Mecanismos de transferéncia horizontal de genes. A: A conjugacdo é um processo no qual o DNA ¢é
transferido da célula doadora para a célula receptora via pili da superficie celular. B: A transformacéo € a absorcéo,
integracdo e expressao funcional de fragmentos nus de DNA extracelular. C: Na transducdo, bacteriéfagos podem
transferir DNA bacteriano de uma célula doadora previamente infectada para uma célula receptora. D: Agentes de
transferéncia de genes sdo particulas do tipo bacteriéfago que carregam pedagos aleatérios do genoma da célula
produtora. Adaptado de Von Wintersdorff et al., 2016.



20

A diversidade de genes de resisténcia identificados em bactérias patogénicas é apontada
como uma das principais causas do aumento crescente da resisténcia aos antimicrobianos.
Entretanto, a prevaléncia da resisténcia bacteriana tanto a nivel regional quanto em escala
mundial é atribuida, em grande parte, aos mecanismos de disseminacdo de bactérias virulentas
que sdo capazes de colonizar e se estabelecer em ambientes variados. Além disso, a pressdo de
selecdo direta ou indireta pelo uso inadequado desses medicamentos é outro fator a ser
considerado (ROJAS; ULATE, 2016).

De modo geral, a producdo de enzimas decorrentes de genes plasmidiais ou
cromossdmicos que inativam antimicrobianos constitui o principal mecanismo de resisténcia
bacteriano. No entanto, outros mecanismos de resisténcia como uma membrana externa de
baixa permeabilidade, que limita a ultrapassagem de antimicrobianos; bombas de efluxo, que
jogam a droga para o meio extracelular; e modificacbes em proteinas alvo do antimicrobiano,
também representam mecanismos de defesa desses seres vivos (Figura 2). As bactérias
patogénicas causam maior preocupacao, uma vez que podem apresentar mecanismos naturais de
resisténcia, além da capacidade de aquisicdo de novos genes (BLAIR et al., 2015; NOGUEIRA
etal., 2016; NODARI; BARTH, 2016).
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Figura 2: Representacdo geral de mecanismos naturais de resisténcia a antimicrobianos. O antibidtico A pode
entrar na célula por meio de uma proteina de membrana, atingir seu alvo inibir a sintese de peptidoglicano. O
antibiético B também pode entrar na célula através de uma porina, mas ao contrario do antibiético A, é
eficientemente removido por efluxo. O antibidtico C ndo pode atravessar a membrana externa e, portanto, é incapaz
de acessar o PBP alvo. Adaptado de Blair et al. (2015).
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A descoberta dos antimicrobianos foi um marco na histéria da Medicina e representou
uma das intervengdes terapéuticas mais importantes para o controle de doencas transmissiveis.
Entretanto, nas ultimas décadas, a obtencdo de novos principios ativos eficazes e capazes de
atingir alvos bacterianos distintos foi sendo significativamente reduzida, de modo que novas
abordagens terapéuticas sdo imprescindiveis para minimizar os prejuizos gerados a saude
humana (NOGUEIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2018).

A resisténcia bacteriana tem limitado cada vez mais a disponibilidade das opc¢bes de
tratamento. Atualmente, os antimicrobianos rotineiramente utilizados na pratica clinica como,
por exemplo, os betalactdmicos e aminoglicosideos, jA ndo apresentam a mesma efetividade
sobre muitos patdgenos, incluindo os da familia Enterobacteriaceae (NODARI; BARTH, 2016;
MARTINS et al; 2018).

Para ampliar ainda mais este importante topico sobre o estado-da-arte relacionado a
resisténcia bacteriana, foi elaborado um capitulo de livro que contempla o tema

aminoglicosideos e enzimas inativadoras, o qual esta apresentado no topico resultados.

3.3 CARACTERISTICAS GERAIS DOS BETALACTAMICOS

Os antimicrobianos betalactdmicos sdo assim designados devido & presenca do anel
betalactdmico em sua estrutura basal. Além dessa caracteristica, compartilham o mecanismo de
acdo gue é baseado na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana (WILLIAN; PETRI,
2012). Normalmente, sdo incluidas no grupo dos betalactimicos quatro classes de
antimicrobianos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos. No entanto, os
inibidores de betalactamases também sdo considerados betalactamicos, uma vez que possuem a
estrutura basica desse grupo de medicamentos (Figura 3). Apesar de todos o0s antimicrobianos
gue constituem essas classes possuirem o anel betalactamico em comum, as cadeias laterais ndo
sdo iguais e os diferenciam quanto as suas caracteristicas e espetros de acdo (SUAREZ;
GUDIOL, 2009; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

O primeiro betalactamico foi descoberto por Alexander Fleming em 1928 e recebeu o
nome de penicilina por ser sintetizado pelo fungo Penicillium notatum. Todos os farmacos que
pertencem a essa classe apresentam em sua estrutura basica um anel de tiazolidina ligado ao

anel betalactdmico que, por sua vez, se liga a uma cadeia lateral (Figura 3). As modificacfes
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estruturais foram sendo efetuadas justamente nas cadeias laterais, resultando em vérios tipos de
penicilinas com atividades farmacoldgicas diferenciadas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010; WILLIAN; PETRI, 2012). O amplo uso desses antimicrobianos como as penicilinas G e
V, ativas contra bactérias Gram-positivas, resultou no surgimento de enzimas (penicilinases e
acilases), que inativam penicilinas. A ampicilina e a amoxicilina, por exemplo, sdo mais
indicadas para bactérias Gram-negativas, entretanto, as penicilinas ndo apresentam mais
efetividade sobre varios patogenos (FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO, 2013).
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Figura 3: Estrutura quimica basica dos antimicrobianos betalactamicos. Adaptado de Suarez e Gudiol (2009).

As cefalosporinas s@o originadas do fungo Cephalosporium sp., mas as de importancia
clinica sdo semissintéticas e apresentam o anel betalactamico ligado a um anel dihidrotiacinico
(Figura 3). Diferente das penicilinas, esses agentes apresentam dois radicais principais (R1 e
R2), que permitem a sintese de uma variedade de moléculas agrupadas em cinco geracdes, com
diferentes espectros de acdo (MADIGAN et al., 2016). A primeira geracdo apresenta menor
atividade em comparacdo a algumas penicilinas, porém possui boa atividade sobre alguns cocos
Gram-positivos. A segunda geracdo, apresenta melhor atividade sobre bactérias Gram-
negativas, entretanto, € menos efetiva que os farmacos da terceira geracdo, que inclui os de
amplo espectro como, por exemplo, cefotaxima e ceftazidima. As cefalosporinas de quarta

geracdo como a cefepima, sdo comparadas as de terceira geragdo, porém, s80 menos suscetiveis
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a inativacdo de algumas betalactamases. Ja a quinta geracdo, € mais indicada para bactérias
resistentes a meticilina (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; WILLIAN; PETRI, 2012).

Os carbapenémicos sdo representados por quatro antimicrobianos: imipenem, meropenem,
ertapenem e doripenem. Esses farmacos possuem o anel betalactdmico acoplado a uma estrutura
anular de cinco elementos, que se diferenciam das penicilinas por serem insaturados e pela
auséncia do atomo de enxofre (Figura 3). Essa classe de antimicrobianos apresenta espectro de
acdo mais amplo em relacao a todas as outras do grupo betalactamico, exibindo atividade sobre
um arsenal maior de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas multirresistentes e produtoras
de betalactamases (WILLIAN; PETRI, 2012; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

A classe dos monobactamicos apresenta 0 aztreonam como Unico representante. Esse
farmaco é indicado para o tratamento de infeccGes causadas por bactérias Gram-negativas,
como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, as espécies da familia
Enterobacteriaceae, entre outras. Esse antimicrobiano apresenta uma consideravel estabilidade
frente a acdo de muitas betalactamases (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Os inibidores de betalactamases, como &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam, sdo
moléculas conjugadas com penicilinas que potencializam o efeito desse antimicrobianos sobre
algumas betalactamases. Comumente, o acido clavulanico é conjugado com a amoxicilina e
mais indicado para o tratamento de infeccGes das vias respiratorias. Outro exemplo é a
combinacdo do tazobactam com a piperacilina, utilizado para infeccBes do trato respiratério e
urinario. Ja o sulbactam é associado a ampicilina e mais efetivo contra cocos Gram-positivos, se
mostrando satisfatorio nos tratamentos de algumas infeccdes (WILLIAN; PETRI, 2012).

Os antimicrobianos betalactamicos sdo rotineiramente utilizados para o tratamento de
infeccGes hospitalares, uma vez que apresentam eficicia terapéutica e baixos niveis de
toxicidade. No entanto, a utilizacdo frequente desses farmacos no decorrer dos anos, contribuiu
para 0 aumento de bactérias multirresistentes, portadoras de genes codificadores de
betalactamases (FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO, 2013).

3.4.1 Visao geral das betalactamases

As betalactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel betalactamico e sdo

classificadas de acordo com a estrutura e as caracteristicas bioquimicas e funcionais. A
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classificagdo molecular dessas enzimas foi proposta na década de 80, onde foram agrupadas em
grupos distintos (A, B, C e D), com base na similaridade entre as sequéncias de aminoacidos
(AMBLER, 1980). Posteriormente, Bush, Jacoby e Medeiros (1995) propuseram outra
classificacdo considerando tanto o aspecto funcional quanto a estrutura, os substratos e

sensibilidade aos inibidores de betalactamases (BUSH; FISHER, 2011). A classificacdo e os

mecanismos de acdo de algumas betalactamases podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo molecular e agrupamento funcional de betalactamases.

Classe Grupo Exemplos Mecanismos
(Ambler) (Bush / Jacoby) de enzimas de acao
C 1 AmpC, CMY-2, FOX-1, MIR-1, Hidrdlise de cefalosporinas, cefamicinas
P99 e penicilinas
c le GC1, CMY-37 Hidrolise de penicilinas e ateé a 3
geracgdo de cefalosporinas
A 2a PC1 Hidrolise melhor de penicilinas do que
cefalosporinas
A 2b SHV-1, TEM-1, TEM-2 Hidrdlise similar para penicilinas e
cefalosporinas
A 2be TEM-3, SHV-5, TEM-10, TEM26, Hidrdlise ampliada para todas as
SHV-2, CTX-M15, PER-1, VEB-1 cefalosporinas e aztreonam
A 2br TEM-30, TEM-76, TEM-103, Hidrolise eficiente de penicilinas e
SHV-10, SHV-26 primeiras cefalosporinas
A 2ber TEM-50, TEM-68, TEM-89 Hidrolise de penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos
A 2¢, 2ce PSE-1, CARB-3 Hidrolise eficiente da carbenicilina
D 2d OXA-1, OXA-10 Hidrolise ampliada para cloxacilina ou
oxacilina
D 2de OXA-11, OXA-15 Hidrolise ampliada para penicilinas e
todas as cefalosporinas
D 2df OXA-23, OXA-48 Hidrolise ampliada para penicilinas e
carbapenémicos
A 2e CepA Hidrdlise de cefalosporinas, mas ndo
monobactamicos
A 2f MI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1, Hidrolise de todos betalactamicos,
GES-2 inclusive carbapenémicos
B 3a IMP-1, L1, VIM-1, NDM-1 Hidrolise de todos betalactamicos,
exceto monobactamicos
B 3b CphA, Sfth-1 Hidrolise de todos betalactamicos,

exceto monobactamicos

Adaptado de Bush e Jacoby (2010); Buch e Fisher (2011).
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A resisténcia aos betalactamicos é resultante da hidrélise realizada por véarias ESBLs,
codificadas por genes de resisténcia as cefalosporinas e aos monobactdmicos, apesar de a
maioria ter sua acdo inibida pelos inibidores de betalactamases. Outro grupo de enzimas que
causa preocupacdo mundial sdo as carbapenemases, uma vez que podem inativar todos os
betalactamicos, inclusive os carbapenémicos a exemplo da KPC. A prevaléncia e 0 aumento
crescente de bactérias multirresistentes sdo atribuidos, em grande parte, & producdo dessas
enzimas que sdo derivadas de mutacbes pontuais e disseminadas (SEYEDJAVADI,
GOUDARZI; SABZEHALLI, 2016; ELRAMALLI; ALMSHAWT; AHMED, 2017).

3.4 FORMACAO DE BIOFILME

A forma planctdnica (vida livre) de diferentes espécies de bactérias ndo é muito frequente
na natureza. Na maioria dos casos, esses seres vivos sdo encontrados vivendo em comunidades
ou aderidos a superficies de materiais bidticos ou abidticos como, por exemplo, tecidos do
corpo humano e dispositivos clinicos (BERLANGA; UERRERO, 2016; PELLING et al., 2019).
A formacéo dessa comunidade microbiana chamada de biofilme se inicia pela adesao celular a
uma superficie. Posteriormente, ocorre proliferacdo e multiplicacdo, até formar uma
comunidade em um estégio irreversivel (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013). As etapas
da formacao de um biofilme bacteriano podem ser observadas na Figura 4.
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Figura 4: Estagios da formacéo de biofilme bacteriano. Adesdo reversivel com a formacgdo de microcolénias e
interacdo celular por QS; adesdo irreversivel com a producdo de EPS; formacao de estruturas com formato tipico
de cogumelos; ruptura da matriz e liberacdo celular (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).
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O biofilme em estagios iniciais e de maturacdo € dependente de sinaliza¢cBes quimicas
denominadas Quorum-Sensing (QS). As bactérias produzem moléculas de estimulo chamadas
de autoindutoras, as que sdo Gram-negativas, normalmente, produzem N-acil-Homoserinas
Lactonas (AHLSs) e as Gram-positivas oligopeptideos, que estimulam o aumento populacional
bacteriano. Quando ocorre alteragBes nos niveis dessas moléculas, esses microrganismos
alteram a sua expressdo génica e seu comportamento, de modo que haja sincronismo e o
biofilme permaneca estavel (MACEDO; ABRAHAM, 2009; ROMERO, M.; ACUNA, L.;
OTERO, 2012).

No final de sua formacdo, o biofilme € composto por aproximadamente 10% de
microrganismo, enquanto a matriz extracelular é equivalente a mais de 90% (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010). A estabilidade estrutural do biofilme confere as bactérias envolvidas um
microambiente adequado para sua sobrevivéncia agindo como uma barreira, e
consequentemente, protege toda a comunidade residente contra a agdo de antimicrobianos e
tornando essa caracteristica microbiana um relevante mecanismo de resisténcia (MAILLARD;
MCBAIN, 2019).

A formacéo e estrutura dos biofilmes dependem de uma variedade de fatores como 0s
tipos de microrganismos, os tipos de superficies e as condicBes ambientais como pH e
temperatura. A matriz do biofilme é constituida majoritariamente por Exopolissacarideos (EPS),
mas também contém agua, lipideos, &cidos nucleicos e proteinas extracelulares, formando uma
arquitetura porosa e com canais que permite a passagem de nutrientes (BERLANGA,;
UERRERO, 2016). As forcas de adesdo como atracdo eletrostatica e hidrofobica, interacbes de
van der Waals, pontes de hidrogénio e ligac6es covalentes representam fatores relevantes para a
formacdo do biofilme bacteriano. Além disso, sdo considerados alguns atributos bacterianos
para a adesdao nas superficies como os flagelos, as fimbrias adesinas e polimeros, que sdo 0s
mais investigados (FLEMMING; WINGENDER, 2010; FLEMMING et al., 2016).

3.4.1 Hidrofobicidade da Superficie Celular

A Hidrofobicidade da Superficie celular (HSC) constitui um dos importantes fatores
fisico-quimicos que influenciam o processo de adesdo microbiana em diferentes substratos.
Inicialmente, os fluxos turbulentos e as forgas que provocam deslocamentos (cisalhamento)

contribuem para a adesdo e da formacédo de biofilme, pois conduzem as células planctonicas
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para a superficie de contato (HOU et al., 2018). O comportamento das células bacterianas em
diferentes substratos depende das interacbes com caracteristicas desses substratos como
rugosidade, textura, composic&o quimica, carga e morfologia (MACEDO et al., 2010).

A adesdo bacteriana em superficies abioticas, em muitos casos, € influenciada por
interages hidrofobicas. J& em superficies bidticas como células e tecidos, a adesdo é mediada
por ligacdes especificas entre receptor e ligante. As propriedades das superficies, bem como as
caracteristicas de cada microrganismo podem influenciar a adesdo que, mais frequentemente, se
aderem em superficies hidrofobicas como materiais plasticos do que em vidro ou metais, que
apresentam superficies hidrofilicas (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013)

A adesdo e colonizacdo de bactérias em superficies é fortemente influenciada pelo
balanco hidrofilicidade/hidrofobicidade (MACEDO et al., 2010). Na formagcdo inicial do
biofilme, o conhecimento sobre as interacBes hidrofébicas entre bactéria e superficie séo
relevantes, uma vez que a maioria desses microrganismos e algumas superficies sdo carregados
negativamente e, assim, sofrerdo repulsdo eletrostatica (TRENTIN et al., 2014; REN et al.,
2018). Trentin et al. (2015) apresentaram um modelo de controle de biofilme, baseado em
forcas repulsivas entre a superficie anidnica de uma bactéria e uma superficie abidtica revestida
com proantocianidina e carregada negativamente (Figura 5). Essas caracteristicas, por sua vez,
podem direcionar a sintese de dispositivos clinicos chamados de anti-infecciosos, ou seja,
materiais que apresentam superficies antiaderentes para bactérias.

Atualmente, o método mais utilizado para avaliar o perfil de hidrofobicidade da superficie
celular de bactérias é o desenvolvido por Rosenberg et al. (1980), o qual se baseia em células
bacterianas ligadas a um hidrocarboneto em solucdo aquosa. De modo geral, os métodos
existentes para avaliacdo da hidrofobicidade podem medir apenas a interagdo entre células e um
material hidrofébico ou hidrofilico. Desse modo, a combinacgéo de diferentes metodologias pode
oferecer um conjunto de informacgGes mais precisas, uma vez que, ndo existe um padrdo
definido. Além disso, fatores adicionais como as interagdes celulares, as diferentes propriedades
bioldgicas de cada celula, bem com as caracteristicas de cada tipo de superficie de contato
devem ser considerados, pois podem influenciar nos resultados e dificultar a associacdo da
adesdo bacteriana devido ao perfil de superficie celular ( WANG; LEE; DYKES, 2014).
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Figura 5: Mecanismo proposto para a inibicdo da adesdo bacteriana e formacdo de biofilme em superficies
revestidas. Adaptado de Trentin et al. (2015).

3.4.2 Fimbrias adesinas

Os fatores de viruléncia presentes nas superficies de bactérias patogénicas, incluindo os
diferentes tipos de proteinas filamentosas denominadas fimbrias adesinas, podem promover a
adesdo celular e o desenvolvimento do biofilme. Geralmente, as fimbrias se diferenciam dos
flagelos pelo tamanho e didmetro, além disso, ndo sdo responsaveis pela mobilidade da célula
bacteriana (Figura 6). Existe uma variedade de fimbrias, especialmente nas bactérias Gram-
negativas, que interagem com receptores especificos presentes nas superficies inertes e nas
células do hospedeiro (ZAMANI; SALEHZADEH, 2018; ARMBRUSTER; MOBLEY;
PEARSON, 2018).

Dentre a variedade de fimbrias responsaveis pela adesdo bacteriana se destacam as do tipo
1, que podem reconhecer receptores glicoproteicos que contém residuos de manose. As fimbrias
tipo 1 sdo heteropolimeros formados pela subunidade principal FimA e trés subunidades
auxiliares: FimF, FimG e FimH. Outras adesinas comuns sdo as do tipo P, que se ligam a
receptores glicolipidicos e apresentam como componentes PapA (principal), subunidades
adaptadoras e PapG terminal. Além dessas, também se destacam as do tipo 3, que se ligam ao

substrato alvo usando a subunidade MrkD associada a haste fimbrial que constitui a
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proteina MrkA (ZAMANI; SALEHZADEH, 2018; ALKHUDHAIRYA et al., 2019). Em vérias
espécies da familia Enterobacteriaceae séo identificados genes codificadores de fimbrias, bem
como em bactérias de outras familias (MOHAJERI et al., 2016; TAVAKOL et al. 2018).

<
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Figura 6: Representagdo de fimbrias e flagelos na superficie celular bacteriana (SILVA et al., 2020).

As fimbrias do tipo 1 sdo amplamente identificadas em cepas de Escherichia coli
Uropatogénica (UPEC), sendo um dos fatores de viruléncia relevantes na adesdo desses
patdégenos no trato urinario (ZAMANI; SALEHZADEH, 2018). Essas fimbrias também sédo
identificadas em outras enterobactérias, como Klebsiella spp., Samonella spp. e Enterobacter
ssp. (ARAUJO et al. 2019, UCHIYA et al. 2019; AMARETTI et al. 2020). Da mesma forma, as
fimbrias do tipo 3 sdo encontradas em bactérias desta familia (STAHLHUT et al. 2013,
AZEVEDO et al. 2018).

As bactérias que causam infec¢des do trato urinario, por exemplo, sdo capazes de se aderir
as células da mucosa urindria por expressar fatores de viruléncia como as adesinas.
Normalmente, esses microrganismos resistem as forcas hidrodindmicas derivadas ao ato de
miccdo por se aderirem fortemente ao tecido epitelial da bexiga. Os estudos sobre os fatores que
contribuem para a formacéo de biofilme sdo relevantes, uma vez que podem ser descobertos
novos alvos e, consequentemente, ser desenvolvidas novas estratégias terapéuticas
(CARRARO-EDUARDO; GAVA, 2012; KOO et al., 2017; KRAMMER et al., 2018).
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3.5 Providencia stuartii

Providencia stuartii é uma espécie bacteriana, que faz parte da familia
Enterobacteriaceae. O género Providencia € formado por bacilos Gram-negativos que sdo
positivos em testes de fenilalanina desaminase e produzem acidos a partir de sorbitol, D-dulcitol
e L-arabinose, mas ndo fermentam lactose e s&o negativos para lisina, ornitina e arginina
descarboxilase (O’HARA; BRENNER; MILLER 2000). Além disso, sdo bactérias anaerdbias
facultativas moveis e produtoras de urease (Figura 7). As espécies que integram esse género
podem ser encontradas no solo, na 4gua, bem como no trato intestinal de animais superiores,

sendo consideradas patogénicas para os seres humanos (SANTOS et al, 2015; WEI, 2015).

Figura 7: Isolado de Providencia stuartii em meio BHI ap6s 18 h de incubacéo.

No inicio da década de 2000, a classificacdo taxonémica das bactérias que integrava o
género Providencia foi revisada molecularmente, resultando no deslocamento de espécies de
outros géneros como Proteus e Morganella para esse género e vice-versa (O’HARA,;
BRENNER; MILLER 2000). No decorrer das décadas seguintes, 0 nimero de espécies desse
género aumentou e, atualmente, treze séo reconhecidas: P. rettgeri, P. stuartii, P. alcalifaciens,
P. rustigianii, P. heimbachae, P. vermicola, P. sneebia, P. burhodogranariea, P. thailandensis,
P. huaxiensis P. siddallii, P. entomophila sp. nov. e P. thoriotolerans sp. nov. (SHIMA et al.,
2016; KSENTINI et al., 2019; SHUKLA et al., 2021).
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Dentre os representantes desse género, P. stuartii € uma das espécies mais ocorrentes e
envolvida em infecgBes adquiridas tanto na comunidade quanto nas unidades hospitalares. Essa
espécie tem sido amplamente isolada em uroculturas, mas também pode ser proveniente de
infeccdes respiratorias e associada a muitos casos de bacteremia, especialmente, em pacientes
submetidos a longos periodos de cateterismo (MAO et al., 2018; KURMASHEVA et al., 2018).
Providencia stuartii ndo causa rotineiramente surtos epidémicos, no entanto, pode ocasionar
uma taxa elevada de mortalidade geral por bacteremia em pacientes com idade avancada e
portadores de doencas subjacentes, obtendo um percentual correspondente a 30% dos Obitos
(WEI, 2015; EL KHATIB et al., 2017).

A resisténcia intrinseca € uma das principais causas da patogenicidade dessa espécie,
devido a expressdo de genes cromossémicos que codificam enzimas do tipo AMPc (3°-5°-
adenosina-monofosfato-ciclico), presentes em algumas bactérias da familia Enterobacteriaceae
(SANTIAGO et al., 2016). P. stuartii é resistente intrinsecamente a diferentes classes de
antimicrobianos do grupo betalactdmico como, por exemplo, as penicilinas, cefalosporinas
(primeira e segunda geracdo) e os inibidores de betalactamases (MAGIORAKOS et al., 2012;
CLSI, 2018). Também sdo codificados pelo seu genoma enzimas que inativam
aminoglicosideos, exceto amicacina, ao qual a resisténcia ainda é mediada por elementos
genéticos moveis (KRAUSE et al., 2016), e outros antimicrobianos de uso menos frequentes
para bactérias multirresistentes. Além disso, esta espécie possui resisténcia natural a polimixina
B, colistina e atigeciclina, que sdo farmacos utilizados como ultima escolha terapéutica nos
casos de infeccBes causadas por bactérias resistentes aos carbapenémicos (MAGIORAKOS et
al., 2012; MAO et al., 2018).

Nos ualtimos anos, foi sendo incluido ao histérico de resisténcia dessa bactéria genes
mediados por plasmideos, que codificam diferentes enzimas a exemplo das Betalactamases de
Espectro Estendido (ESBLS) e carbapenemases como Klebsiella pneumoniae Carbapenemase
(KPC), Verona Imipenemase (VIM) e New Delhi Metalobetalactamase (NDM) em diferentes
lugares do mundo (TAVARES et al., 2015; OIKONOMOU et al., 2016; MOLNAR et al., 2019;
HOARD et al., 2020). Além dessas, sdo detectados diferentes tipos de enzimas que modificam a
estrutura de aminoglicosideos e fluoroquinolonas (ALBORNOZ et al., 2014; KRAUSE et al.,
2016). O tratamento de infec¢Bes causadas por isolados de P. stuartii produtores dessas enzimas
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é muito complicado, uma vez que a espécie é resistente intrinsicamente a diferentes categorias
de antimicrobianos.

As enterobactérias produtoras de enzimas codificadas por genes cromossémicos como P.
stuartii sdo oportunistas e associadas as IRAS, especialmente, em pacientes com suas defesas
imunoldgicas comprometidas (SANTIAGO, 2016). As infecgdes hospitalares causadas por
bactérias, tornaram-se um problema urgente de saude publica mundialmente com o surgimento
de enterobactérias produtoras de carbapenemases, devido a alta capacidade de disseminacao e
opcOes limitadas de tratamento (WHO, 2017).

Além do perfil de resisténcia intrinseca e adquirida, P. Stuartii apresenta capacidade para
formacéo de biofilme. De acordo com EI Khatib et al. (2017), 0 genoma dessa espécie apresenta
genes codificadores de proteinas (Omp-Pstl e Omp-Pst2) que podem estar envolvidas com a
formacdo de biofilme. No entanto, a literatura fornece poucos dados sobre esse mecanismo de
resisténcia nessa espécie. Sugere-se que ela utiliza condi¢bes ambientais semelhantes as
encontradas no trato urinario para formar biofilme, expressando resisténcia ao calcio, magnésio
e tolerando altas concentracbes de ureia e variacbes de pH. Apesar desses dados serem
relevantes para a comunidade cientifica, os fatores bioquimicos ou genéticos utilizados por essa
bactéria para composicdo da matriz do biofilme permanecem sem elucidacdo (EL KHATIB et
al., 2018).

3.6 METODOS DE CARACTERIZACAO MOLECULAR

Nos ultimos anos, muitas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para avaliar a
diversidade de microrganismos. A diversidade genética de linhagens bacterianas pode ser
analisada através da técnica de Consenso Intergénica Repetitiva de Enterobactérias (ERIC). A
amplificacdo de sequéncias de DNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser feita
com um par de iniciadores (primers) especificos ou varios pares e permite a diferenciacdo de
estirpes, além de apresentar boa reprodutibilidade (ZOTHANPUIA et al., 2016).

Inicialmente, esse método de tipagem genética foi utilizado no sequenciamento dos
genomas de Echerichia. coli e de Salmonella typhimurium por Hulton e colaboradores (1991).
Posteriormente, a técnica do ERIC-PCR foi sendo utilizada para genotipagem de diferentes

espécies de bactérias como Proteus mirabilis, Mycobacterium fortuitum, K. pneumoniae, A.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=1713281&dopt=Abstract

33

baumannii e P aeruginosa (CABRAL et al., 2015; KHOSRAVI et al., 2016; SEIFI et al., 2016,
LIMA et al. 2020).

Os metodos epidemioldgicos moleculares estdo sendo vantajosos para a deteccdo e
controle de infec¢Bes causadas por diferentes tipos de bactérias patogénicas. A combinacdo de
técnicas de genotipagem como ERIC e DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso (RAPD), por
exemplo, oferecem mais informacdes epidemioldgicas do que o uso desses métodos isolados.
Além do mais, sdo mais simplificados e de baixo custo financeiro em comparacdo com a
maioria dos métodos de tipagem molecular (KHOSRAVI et al., 2015). A técnica de rep-PCR
baseada em sequéncia de elementos repetitivos (ERIC-PCR e BOX-PCR) é uma ferramenta
molecular utilizada para a discriminacdo de diferentes espécies, uma vez que utiliza varios
segmentos de DNA presentes no genoma bacteriano (KUMAR; KUMAR; PRATUSH, 2014;
ZOTHANPUIA et al., 2016).

Além destes, 0 método de Tipagem de Sequéncia Multilocus (MLST) e a Eletroforese em
Campo Pulsado (PFGE) também sdo muito utilizados, sendo que a PFGE é considerada o
padrdo-ouro dentre os diferentes métodos de genotipagem de procariotos, devido a sua
reprodutibilidade (KOTTWITZ; OLIVEIRA, 2011; LIU et al., 2017). No entanto, trata-se de
uma técnica mais trabalhosa e de custo financeiro mais elevado.

Uma vez que o ERIC-PCR tem se mostrado um método satisfatorio para tipagem de
diferentes espécies de Enterobacteriaceae como K. pneumoniae; P. vulgaris e P. mirabilis,
Enterobacter aerogenes e E. cloacae (CABRAL et al. 2012; CABRAL et al 2015; KHOSRAVI
et al.,, 2016, CABRAL et al., 2017), este método pode ser aplicado para a diferenciacdo de
bactérias de origem clinica tanto entre setores hospitalares quanto entre instituicdes de salde,
conforme Lima et al. (2020) demostram em seu estudo sobre isolados de A. baumannii e P.

aeruginosa.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA E CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os trabalhos de revisdo desta tese séo revisdes da literatura do tipo integrativa, utilizando
artigos publicados nas principais bases de dados académicas: PubMed, Web of Science, Scopus,
Google Scholar, Science Direct, Mendely e livros (Farmacologia e Microbiologia) sem
restricbes de idioma e anos de publicacdo. A pesquisa para o capitulo de livro (Antibidticos
aminoglicosideos e enzimas inativadoras) foi realizada entre janeiro e junho de 2020, ja para o
artigo (Fatores de viruléncia de patégenos humanos: uma abordagem sempre necessaria) foi
entre janeiro e junho de 2021.

A selecdo dos estudos pertinente ao tema do capitulo de livro foi limitada aos trabalhos
que se enquadrassem nos seguintes critérios de inclusdo: resisténcia bacteriana, antibioticos,
aminoglicosideos e Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos (EMAS); e para o artigo:
resisténcia bacteriana, fatores de viruléncia, parede celular bacteriana, toxinas produzidas por
bactérias, bactérias encapsuladas, absorcdo de ions metéalicos, biofilme, fimbrias adesinas e

bactérias patogénicas.

4.2 MATERIAL BIOLOGICO E CONDICOES DE CULTIVO

Foram investigados isolados de P. stuartii (n=28) provenientes de um hospital publico de
Recife-PE, Brasil. As amostras coletadas entre junho de 2017 e abril de 2018, foram
previamente isoladas de diferentes sitios de infeccdo (ferida, secrecdo traqueal, urina, ponta de
cateter e sangue) e de setores distintos: Unidade de Terapia Intensiva (UTI), Unidade
Coronariana (UC), Clinica Médica (CM) e Cardiologia (CA). Em seguida, foram armazenadas
com glicerol (15 %) em ultrafreezer a - 80 °C e com 6leo mineral (temperatura ambiente). Para
a realizagdo dos ensaios, os isolados, foram reativados no meio Brain Heart Infusion (BHI) e
incubados a 37 °C por 24h. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com o parecer de nimero: 2.581.723.
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4.2 ESPECTOMETRIA DE MASSAS

Para confirmacao taxondmica dos isolados foi utilizada a técnica de espectrometria de
massas com fonte de ionizacdo e dessorcdo a lazer assistida por matriz e analisador de tempo-
de-voo (MALDI-TOF MS). Para isso, as colonias bacterianas foram suspendidas em 300 uL de
agua Milli-Q e depois adicionados 900 pL de etanol absoluto. As suspensdes foram
centrifugadas a 15.600 g por 2 min, o sobrenadante removido e o sedimento foi seco em
SpeedVac por 20 min. Em seguida, foram adicionados 50 uL de acido formico a 70% e 50 pL
de acetonitrila. A mistura foi homogeneizada em agitador vortex, centrifugada a 15.600 g por 2
min e o sobrenadante transferido para um novo microtubo. A matriz preparada com &cido alfa-
ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/mL), acetonitrila 50% e é&cido trifluoroacético 0,3% foi
aplicada na placa de MALDI com a amostra em temperatura ambiente para cristalizacdo. A
aquisicao dos espectros de massas, em modo linear positivo (Voltagem de aceleracdo: 20 kV e
Faixa de deteccdo - m/z: 2.000 — 20.000), foi realizada pelo Programa Flex Control Version 3.0
em Espectrébmetro de Massa MALDI-TOF Autoflex 1l (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA). Os espectros de massa obtidos foram comparados com o Banco de Dados MALDI

Biotyper Version 3.1.

4.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

O perfil de susceptibilidade e as Concentracdes Inibitdérias Minimas (CIM) foram
determinados utilizando o sistema automatizado Vitek® 2 Compact (bioMérieux) e conforme as
recomendagfes do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - BrCAST
(2020). Foram testados o0s seguintes antimicrobianos pertencentes a diferentes classes:
amicacina, aztreonam, cefepima, ceftriaxona, ciprofloxacina, ertapenem, imipenem,
levofloxacina, meropenem, piperacilina-tazobactam, trimetoprim-sulfametoxazol. De acordo
com o perfil de resisténcia, os isolados foram classificados como Multidroga-Resistente (MDR)
e Extensivamente Droga-Resistente (XDR) (MAGIORAKOS et al., 2011).
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4.4 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Sambrook e
Russell (2001), com algumas modificacbes. A qualidade do DNA extraido foi avaliada a partir
da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1%. Ap0s a corrida, o gel foi observado em
transiluminador UV e fotodocumentado. A concentragdo do DNA foi determinada por
densidade optica em espectrofotdémetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm, obtendo-se a estimativa da quantidade de DNA presente

na amostra e o grau de pureza.

4.5 IDENTIFICACAO DE GENES RESISTENCIA

A identificagdo dos genes de resisténcia foi realizada por PCR com 0s seus respectivos
pares de primer. Para 0 gene blakpc: F-TGTCACTGTATCGCCGTC e R-
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC (YIGIT et al, 2001), e para 0 aac(6’)-lb-cr: F-
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCT e R- TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT (EFTEKHAR; SEYEDPOUR, 2013). A amplificacdo das
amostras foi efetuada em volume final de 25 pL contendo: DNA gendmico, pares de primer e
Super Mix-PCR (Invitrogen). As reacOes foram realizadas em termociclador (BioRad),
programado com ciclos térmicos e tempos especificos. Apds a amplificacdo, a reacdo foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,2 %, utilizando o marcador DNA Ladder 100 pb

(Invitrogen).

4.6 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Os produtos dos genes amplificados foram purificados, seguindo o protocolo do
kit de purificagdo PureLink (Invitrogen) e, em seguida, sequenciados em aparelho automatico
de DNA ABI 3100. Os dados obtidos pelo sequenciamento foram analisados e depositados no

banco de dados Genbank do National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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4.7 ERIC-PCR

A diversidade genética dos isolados foi analisada pela técnica ERIC-PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores ERIC-R1 (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC-3) e ERIC-R2
(5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'). As misturas contendo 1,52 mM de MgCl,, 200
mM de dNTP’s, 40 pmol/uL de cada primer, 1U Tag DNA Polymerase, 1x de tampdo de
reacdes e 100 ng de DNA em volume final de 25 pL. A amplificacdo das amostras foi realizada
em aparelho termociclador (C1000 Thermal Cycler — BioRad), programado com um ciclo
inicial de 3 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos (1 min de 92 °C, 1 min de 36 °C e 8 min de 72 °C)
e uma etapa final de extenséo de 16 min a 72 °C (CABRAL et al. 2012). Os amplicons foram
corados com blue-green (LGC Biotechnology, SP, BR), submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, visualizados sob luz UV e fotocumentados para posterior analise dos perfis
clonais. O software DARwin versdo 5.0 foi utilizado para gerar um dendograma, a partir de

uma matriz binaria baseada na presenca ou auséncia de bandas.

4.8 FORMACAO DE BIOFILME

A formacdo de biofilme foi avaliada em microplacas de poliestireno pelo método de
cristal violeta descrito por Stepanovic et al. (2007), com diferentes meios de cultura: Luria
Bertani (LB), Tryptose Soy Broth (TSB) e BHI. Apos a incubacgéo (37 °C / 24h), o indculo foi
retirado, as microplacas lavadas (3x) com solucdo salina estéril a 0,9% e o biofilme fixado (55
°C / 60 min). Na sequéncia, foi acrescentado cristal violeta (0,4 %) em temperatura ambiente
por 15 minutos, seguido de trés lavagens para retirar 0 excesso do corante. Por fim, foi
adicionado etanol absoluto por 30 minutos. A partir das leituras de densidade optica (OD) a 570
nm, foi determinada a média dos valores da absorbancia de cada amostra (DOa) em comparagdo
com a absorbancia do controle de esterilidade (OD¢). As amostras foram classificadas como
fortes (4x OD; < OD,), moderadas (2x OD¢ < ODa < 4x ODg) e fracas (OD¢ < ODa < 2x ODc)

formadoras de biofilme.
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4.9 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para confirmar a formacdo do biofilme, os ensaios foram repetidos em placas para
cultura de células de 6 pocos (poliestireno). Foi escolhida a cepa 8945 que foi capaz de formar
biofilme nos trés meios (LB, BHI, TSB). Foram adicionados 4 mL de cada meio (em pocos
distintos), 0,5 mL de &gua destilada e 0,5 mL de inéculo bacteriano. Para o controle de
esterilidade o indculo bacteriano foi substituido por agua destilada. Apds a incubacéo (37 °C /
24 h), as placas foram lavadas trés vezes com salina 0,9% para remocdo de células
planctonicas. Em seguida, foi adicionado SYBR Green (20 L para cada 1 mL de agua milliQ)
e Calcofluor White (1:1 com KOH 10%) em pogos distintos, para analisar as células do
biofilme e a estrutura exopolissacaridica, respectivamente. As imagens foram obtidas em
microscopio de fluorescéncia (LEICA) em filtro 2 (BP 515-560) para o0 SYBR Green e filtro 1
(BP 480/40) para o Calcofluor White.

4.10 TESTE DE ADESAO MICROBIANA A HIDROCARBONETOS (MATH)

O perfil da Hidrofobicidade da Superficie Celular (HSC) foi determinado com base no
método de ligagdo a hidrocarboneto descrito por Czerwonka et al. (2016), com algumas
modificagbes. Os isolados bacterianos crescidos em caldo BHI (37 °C / 18 h), foram
transferidos para microtubos, centrifugados por 10 min (7.000 rpm) e o sobrenadante
descartado. O sedimento resultante foi suspendido em tampdo PUM (Fosfato de Potéssio
Trihidratodo e Monobasico, Ureia e Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado) e ajustado para 0,5
(1,5 x 108 UFC/mL) obtendo-se a leitura inicial (ODi) em leitor de microplacas (FLx800 ™
Multi-Detection) no comprimento de onda de 600 nm. Posteriormente, foi adicionado o
hidrocarboneto p-xileno (1:0.2) e submeteu-se a agitacdo em vortex por 2 min. Apds a
separacao das fases, em temperatura ambiente, foi realizada a leitura final (ODs) a 600 nm da
fase inferior de cada microtubo. A seguinte formula foi utilizada para determinar a HSC (%):
(ODi - ODy) / OD; x 100. As bactérias que apresentaram HSC (%) inferior a 30% foram
consideradas hidrofilicas e com HSC (%) superior a 70%, hidrofobicas. As amostras que

apresentaram HSC entre 30% e 70% foram classificadas como moderadamente hidrofdbicas.
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4.11 IDENTIFICACAO DE FIMBRIAS ADESINAS

A amplificacdo dos genes codificadores de fimbrias foi realizada por PCR, utilizando
pares de primers especificos. Para o gene fimH: foi utilizada a seguinte sequéncia: F1 5’
CCACCAACTATTCCCTCGAA 3’ e R2 5" ATGGAACCCACATCGACATT 3’, enquanto para
o mrkD: F1 5’CCGTTATATTTCACGGTGCC 3’ e R2 5 TCTACGTTAACCTGACCCCG 3. A
amplificacdo das amostras foi preparada para um volume final de 25 pL contendo: DNA
genémico (20 ng), pares de primer (10 pmol), Mgcl (25 mM), dNTP (2 mM), agua MilliQ, Taq
DNA polimerase (1 U) e tampdo de amostra (25 mM). As reagOes foram realizadas em
termociclador (BioRad), programado com as respectivas etapas de desnaturacdo, anelamento e
extensdo (STAHLHUT et al., 2009; SAHLY et al., 2008). Apds a amplificacdo, a reacdo foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,2%, utilizando o marcador DNA Ladder 100 pb
(Invitrogen). Em seguida, o gel foi observado em transiluminador UV e fotodocumentado. Uma
cepa de Klebsiella pneumoniae (K5-A2) obtida da Colecdo de Culturas Bacterianas do
Laboratorio de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de Medicina Tropical da

UFPE, foi utilizada como controle de referéncia.
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5 RESULTADOS

Os resultados desta tese sdo apresentados na forma de capitulo de livro e artigo

cientificos de revisao e de experimentacao.
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RESUMO: Os antimicrobianos mais utilizados na clinica sdo os B-lactdmicos, mas
devido a resisténcia bacteriana a esses farmacos e para se evitar poli-infeccées, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda a combinagéo desses
antimicrobianos com outros agentes como os aminoglicosideos. No entanto, estudos
mostram a resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos por diferentes mecanismos,
mas se destaca a aquisicdo de genes codificadores de enzimas modificadoras de
aminoglicosideo (EMAs). De acordo com a modificac&o realizada no farmaco, essas
enzimas sdo divididas em trés grupos: aminoglicosideo acetiltransferases (AACs),
aminoglicosideo fosfotransferases (APHs) & aminoglicosideo nucleotidiltransferases
(ANTs). Esta revisdo tem como objetivo apresentar as principais caracteristicas dos
aminoglicosideos, bem como das enzimas que alteram quimicamente estes farmacos.
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PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos. Bactérias. Mecanismos de resisténcia.

ABSTRACT: The antimicrobials most used in the clinic are B-lactams, but due to the
bacterial resistance to these drugs and to avoid poly-infections, the National Health
Surveillance Agency (ANVISA) recommends the combination of these antimicrobials
with other agents such as aminoglycosides. However, studies show bacterial
resistance to aminoglycosides by different mechanisms, but the acquisition of genes
encoding aminoglycoside-modifying enzymes (AMAs) stands out. According to the
modification made to the drug, these enzymes are divided into three groups:
aminoglycoside acetyltransferases (AACs), aminoglycoside phosphotransferases
(APHs) and aminoglycoside nucleotidyltransferases (ANTs). This review aims to
present the main characteristics of aminoglycosides, as well as the enzymes that
chemically alter these drugs.

KEYWORDS: Antimicrobials. Bacteria. Resistance mechanisms.
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1. INTRODUGAO

O primeiro antimicrobiano da histéria foi a penicilina, descoberto em 1928 por
Alexander Fleming. A partir de sua notavel utilidade em 1940, essa molécula passou
a ser a droga de escolha para o tratamento de infecgdes causadas por bactérias. Com
o passar dos anos, foram surgindo novas populagdes desses micro-organismos, o que
desencadeou a busca por novas classes de antimicrobianos. Até o inicio da década
de 60, mais de 20 classes foram comercializadas mundialmente. No entanto, desde
esse periodo, apenas duas novas classes foram incorporadas a este grupo de
medicamentos (COATES; HALLS; YANMIN, 2011).

O uso indiscriminado de antimicrobianos contribui significativamente para
desenvolvimento de bactérias multirresistentes. A resisténcia bacteriana as principais
classes de antimicrobianos e a consequente protecdo ao sistema imunoldgico do
hospedeiro dificultam o tratamento de infecgdes hospitalares (EICHENBERGER,;
THADEN, 2019). Algumas bactérias podem modificar a agédo de algumas classes de
antimicrobianos, inibindo parcial ou totalmente seu mecanismo de agéo e adquirindo
caracteristicas que até entdo ndo faziam parte de seu material genético. Essas
caracteristicas podem ser exemplificadas pelas mutagbes obtidas em alguma fase da
fissdo binaria ou influéncia de fatores externos, como por exemplo, radiagdes
ionizantes. Além disso, a aquisicdo de novos genes por meio de material extra-
cromossomico, aumenta a adaptabilidade e perpetuacdo dessas espécies (BLAIR et
al., 2015).

MNa pratica clinica, os antimicrobianos mais utilizados sao os p-lactamicos. No
entanto, devido ao aumento crescente da resisténcia bacteriana, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda como terapia a combinagdo desses
farmacos com outros agentes como os aminoglicosideos para se evitar poli-infeccées
(ANVISA, 2013). Por possuirem amplo espectro de atuagéo, os aminoglicosideos tém
sido utilizados em uma grande variedade de infeccBes como pneumonia, sepse
neonatal e infecgdes do trato urinario. Esses medicamentos apresentam atividade
frente a patégenos Gram-positivos, como os do género Staphylococcus, incluindo os
resistentes a vancomicina e meticilina, bem como alguns Mycobacterium spp., que se
assemelham aos Gram-positivos devido a auséncia da membrana externa. Em
relagdo aos Gram-negativos, possuem atividade potente contra os integrantes da
familia Enterobacteriaceae. Também sdo ativos contra espécies de outras familias
como Yersinia pestis e a Francisella tularensis. No entanto, sdo menos eficazes contra
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Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (SERIO et al., 2018).

Apesar de sua efetividade, alguns estudos mostram a resisténcia bacteriana aos
aminoglicosideos através de genes que codificam as enzimas modificadoras de
aminoglicosideo (EMAs), uma grande familia de enzimas que alteram quimicamente
esses farmacos (COX et al,, 2018; CIRIT et al., 2019). As modificagdes promovidas
por essas enzimas tém a capacidade de diminuir a afinidade de ligagdo do
medicamento ao alvo e assim ocasionar a perda da poténcia antibacteriana. Existem
mais de 100 tipos de EMAs que sédo categorizados em trés grupos distintos (KRAUSE
et al., 2016). Esta revisdo aborda as principais caracteristicas dos aminoglicosideos,

bem como das enzimas que modificam a estruturas desses antimicrobianos.

2. CARACTERISTICAS GERIAS DOS AMINOGLICOSIDEOS

Os aminoglicosideos recebem esse nome justamente pelo fato de serem
constituidos por dois ou mais aminoaglcares unidos por ligagédo glicosidica a uma
hexose central (aminociclitol), como a estreptidina presente na estreptomicina (Figura
1A). Esse farmaco foi o primeiro representante da classe dos aminoglicosideos
descoberto na década de 40 por Waksman e colaboradores, sendo utilizado no
tratamento para tuberculose. A outra hexose encontrada nas demais moléculas € a 2-
desoxiesteotamina, cuja estrutura pode ser vista na Figura 1B (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2014).

A maioria desses antimicrobianos foi obtida naturalmente a partir de duas
espécies: Strepfomyces spp. e Micromonospora spp. A estrepetomicina, a neomicina,
atobramicina, por exemplo, sdo derivados do Streptomyces spp., enquanto que a
gentamicina €& produzida por Micromonospora spp. Porém, alguns sé&o
semissintéticos, obtidos por meio de sintese quimica de produtos naturais como é o
caso da netilmicina, amicacina, entre outros (MACDOUGALL; CHAMBERS, 2012;
RIBEIRO, 2017).

Estes farmacos por serem polications polares ndo sdo bem absorvidos no trato
gastrintestinal. Devido a essa caracteristica, s@o administrados por via parenteral e
agem rapidamente como agentes bactericidas. Os aminoglicosideos sdo uma grande
classe de compostos transportados através da membrana celular bacteriana, que se
ligam a uma ou mais proteinas especificas dos ribossomos, especialmente na
subunidade 305 (RANG ef al., 2016). Nesse caso, a sintese de proteinas pode ser

inibida pela interferéncia na formacgao inicial do peptideo, na leitura errada do mRNA
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e também pela formacdo de monossomas disfuncionais, a partir da quebra de
polirribossomos. Esses mecanismos ocorrem de modo irreversivel e ocasionam a
morte do micro-organismo (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Figura 1: Estrutura quimica basica dos aminoglicosideos. A: molécula da estreptomicina contendo o
anel estreptidina; B: molécula da canamicina contendo o anel 2-deoxiestreotamina.
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- |
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NH,
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0 OH 5
CHO HO
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OH NH—CHy OH

Fonte: Adaptado de Madigan et al. (2016).

Por muitos anos, na pratica clinica, os aminoglicosideos foram utilizados como
agentes de primeira escolha. No entanto, a partir da produgcdo de novos
antimicrobianos como as cefalosporinas, os carbapenémicos e as fluoroguinolonas,
que se apresentavam menos toxicos, foram sendo substituidos na década de 80
(MADIGAN et al., 2016; RIBEIRO, 2017). Embora o seu uso tenha sido diminuido, nos
ultimos anos, houve uma reutilizagéo desse grupo de antimicrobianos devido aos seus
efeitos sinergicos com outras classes e, especialmente, em virtude da resisténcia
bacteriana a multiplas drogas (KRAUSE et al., 2016; RIBEIRO, 2017). Alem da
toxicidade apresentada por todos os representantes da classe dos aminoglicosideos,
a resisténcia microbiana & outro fator limitante.

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ocorrer por diferentes mecanismos ou
a soma deles. Um importante mecanismo de resisténcia € a modificag@o do sitio alvo
do antibidtico, através de mutagdes ou modificagdes enzimaticas do ribossomo,
através de metiltransferases. A parede celular bacteriana e sua membrana, também
sdo eficientes barreiras inatas, que podem ter sua impermeabilidade aumentada
diminuindo, assim, a concentragéo desses antimicrobianos no meio intracelular. Outro
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mecanismo adicional & o transporte ativo dos aminoglicosideos para fora da célula,
através das bombas de efluxo. As proteases de membrana também podem atuar
degradando proteinas mal dobradas e traduzidas (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY,
2016). Dentre os mecanismos de resisténcia acs aminoglicosideos, destaca-se a
aquisicdo de genes codificadores de EMAs, as quais alteram quimicamente o
antimicrobiano reduzindo a afinidade pelo ribossomo (COX et al., 2018).

3. ENZIMAS MODIFICADORAS DE AMINOGLICOSIDEOS

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos susceptiveis as modificacdes, uma
vez que seus representantes sdo majoritariamente moléculas grandes com muitos
grupos de hidroxila e amidas expostos. As EMAs formam uma grande familia de
enzimas diversas, que variam nos aminoglicosideos que podem modificar e nos alvos
de modificagdes da molécula. Normalmente, se ligam de modo covalente a grupos
amino ou hidroxila inativando o antimicrobiano (BLAIR et al., 2015).

Com base na modificagdo realizada no farmaco, existem trés classes principais
de enzimas modificadoras de aminoglicosideos. A primeira classe & constituida pelas
aminoglicosideo acetiltransferases (AACs), que promovem acetilagdo de grupos
amino encontrados em varias posigdes da molécula. A segunda classe é composta
pelas aminoglicosideo fosfotransferases (APHs), que catalisam a fosforilagéo
dependente de ATP de grupos hidroxila. Enquanto que a terceira classe &
representada pelas aminoglicosideo nucleotidiltransferases (ANTs), que promovem a
adenilagéo de AMP a grupos hidroxila (COX et al., 2018).

adenilagdo de AMP a grupos hidroxila (COX et al., 2018).

Estas classes de enzimas sdo subdivididas em subclasses de acordo com a
posicdo de modificagdo na molécula, sendo identificadas por um numeral romano e,
em alguns casos, por uma letra quando mais de uma enzima modifica o mesmo sitio
(KRAUSE et al., 2016). Na Figura 2 podem ser observados alguns exemplos de
modificagdes em diferentes moléculas de aminoglicosideos pelas trés classes
principais de EMAs.

As EMAs modificam tanto a estreptomicina, que continua sendo relevante para
tratamento da tuberculose, quanto os demais aminoglicosideos usados para tratar
infecgbes graves causadas por diferentes bactérias resistentes a outras classes de
antimicrobianos (MACDOUGALL; CHAMBERS, 2012; CASTANHEIRA et al., 2018).
Desse modo, o desenvolvimento de moléculas semissintéticas foi uma alternativa para

minimizar os danos causados por essas enzimas. Como por exemplo, o dibekacine a
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amicacina, foram sintetizados a partir da canamicina, a isepamicina sintetizada a partir
da gentamicina e a plazomicina a partir da sisomicina, que possui menos grupos de
hidroxilas dificultando, assim, o acesso de algumas enzimas clinicamente importantes.
No entanto, as bactérias também desenvolveram enzimas que inativam
praticamente todos esses compostos (BLAIR et al., 2015; RANG et al., 2016).

Figura 2: Modificacdes quimicas em diferentes moléculas de aminoglicosideos. A: modificagcao
quimica da gentamicina catalisada pela AAC(3); B: modificagao quimica na amicacina catalisada pela
APH(3'); C: Adenilagao de hidroxil da canamicina A catalisada pela ANT(2").
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&»-UW?W AcoyiCoA  CoA  WN
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W
B OH

c
HN NH,
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Fonte: Adaptado de Krause et al. (2016).

Geralmente, as bactérias resistentes aos aminoglicosideos, possuem mais de
um gene desta familia de enzimas. Esses genes sdo encontrados em elementos
moveis, como plasmideos e transposons, que também codificam outros genes de
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, como B-lactamicos e
fluoroquinolonas, acarretando o fendbmeno de multirresisténcia, tanto em Gram-
positivos quanto em Gram-negativos (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2015; SERIO
et al, 2018). Os elementos transponiveis podem ser a justificativa para a rapida
disseminacgédo da resisténcia a aminoglicosideos entre uma diversidade de bactérias
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(MIRO et al., 2013).

3.1 AMINOGLICOSIDEO ACETILTRANSFERASES (AACs)

As AACs formam a maior classe da EMAs e sdo subdivididas em quatro
subclasses de enzimas: AAC (1), (2"), (3) e (6 '). As subclasses AAC (3) e AAC (6 )
sdo as mais frequentes em bacteérias tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas.
Essas subclasses sfo as mais relevantes, uma vez que podem ser mediadas por
elementos genéticos moveis ou serem encontradas em cromossomos. Alem disso,
essas enzimas tém como alvos aminoglicosideos prescritos com mais frequéncia
(NODARI; BARTH, 2016; SERIO et al., 2018).

Dentre as subclasses das acetiltransferases a variante AAC(6')-lb-cr & a que
mais tem se destacado, pois além de inativar aminoglicosideos, interfere na atividade
de alguns antimicrobianos da classe fluoroquinolonas. Essa enzima apresenta a
capacidade de associacdo com outros determinantes de resisténcia e podem ser
encontradas com outros genes causadores de resisténcia as quinolonas, como os da
familia gnr, além de ser amplamente associadas com B-lactamases, especialmente as
ESBLs do tipo CTX-M (EFTEKHAR; SEYEDPOUR, 2015; SERIO et al., 2018).

3.2 AMINOGLICOSIDEO FOSFOTRANSFERASES (APHSs)

Ja a classe das APHs constitui o segundo maior grupo, no qual suas subclasses
sdo encontradas em varias espécies de bactérias Gram-negativas (KRAUSE ef al,,
2016). Algumas subclasses dessas enzimas n&do sdo clinicamente importantes, sendo
utilizadas em pesquisas laboratoriais de genética molecular e clonagem. Entretanto,
outras enzimas desta classe s8o mediadores comuns da resisténcia aos
aminoglicosideos. As APH (3'), por exemplo, apresentam resisténcia a amicacina,
canamicina e neomicina tanto para bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas
(SERIO et al., 2018).

3.3 AMINOGLICOSIDEO NUCLEOTIDILTRANSFERASES (ANTs)

Por dltimo, destacamos as ANTs, que apesar de menos frequentes,
correspondem a enzimas que agem sobre varios aminoglicosideos (KRAUSE et al.,
2016). Algumas subclasses dessas enzimas s&o encontradas predominantemente em
organismos Gram-positivos como, por exemplo, Bacillus spp., Enterococcus spp., e
Staphylococcus spp. A ANT (4 ") e ANT (4 ") apresentam resisténcia a amicacina,
tobramicina e isepamicina, sendo frequentemente encontradas em Enterococcus spp.
e S. aureus, incluindo as cepas resistentes a meticilina (SERIO et al., 2018).
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4. CONCLUSAO

Apesar dos aminoglicosideos apresentarem significativos niveis de toxicidade
sdo prescritos até os dias atuais, devido ao aumento crescente da resisténcia
bacteriana as diferentes classes de antimicrobianos. No entanto, uma variedade de
enzimas codificadas por genes exira-cromossdmicos, em sua maioria, pode inativar
esses farmacos reduzindo ainda mais as opgdes terapéuticas. A disseminagdo de
genes de resisténcia aos antimicrobianos, por meio de elementos genéticos madveis,
tem sido relada como um dos principais fatores que garante a sobrevivéncia

bacteriana ao longo dos anos.
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First report of the aac(6°)-1b-cr gene in
Providencia stuartii isolates in Brazil
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Abstract
Introduction: The agef6)-fb-cr and bla, _ zenes are spreading among Enterobacteriaceae species, including Providencia sfuartii, in

KPS

some countrics of world. Methods: These genes were investigated in 28 P, siuartii isolates from a public hospital in Reeife, Pernambuco,

Brazil, by PCR and sequencing. Resuolts: The aac(é ’)-fb-cr gene was detected in 16 resistant isolates, and the bla

K onc was 5CCn 1n

14. Conclusions: The prescnce of these genes in P stnareii multi- and extensively drug-resistant isolates indicates that the resistance
arscnal of this species is increasing, thus limiting the therapeutic options.

Kevwords: Antimicrobial agents. Enterobacteniaceac. MDR genes. Providencia stuartii.

Providencia stuartii belongs to the Enterobacieriaceae family
and is commonly associated with urinary tract infections. However,
it can cause other infections such as diarthea, pneumonia, and
septicemia'”. One of the main causcs of the pathogenicity of this
specics 15 1ts intrinsic resistance to vanous antimicrobials including
some [-lactams and aminoglycosides, as well as tizecyeline,
colistin, and polymyxin B, which are used when resistance to
carbapenems is present®. In addition to its intrinsic resistance,
P stuartii may acquire gences that code for different cnzymes, such
as the Kiebsiclla Prewmonioe carbapencmase®.

Some f-lactam antimicrobial resistance genes, such as bla, ,_and
fJJ'ﬂ'm‘\, have been identified in P stuartii in Brazil** However, there
arc noreports of genes encoding amimoglyeoside-modifying cnzymes
(AMEs), such as aminoglycoside acetyltransferases (AACs). These
cnzymes may alter the activity of this class of antimicrobials.
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In addition, the aminoglycoside &'-N-acctyltransfcrase type Ib
variant of the enzyme (AAC[6']-1b) has acquired the ability to
modify flusrequinelones, without significantly altering its activity
against aminoglycosides. This is the first report describing the
aacf{a’j-fb-cr gene in P stuartii isolates in Brazil, as well as
confirming the presence and dissemination of the bla,,_gene in this
speeics and reporting on the genetic diversity in isolates obtained
from a public hospital in Recife, Pemambuco, Brazil.

A total of 28 isolates from different infection sites and different
scctors of a public hospital in Recife, Pernambuco, Brazil, were
collected between June 2017 and Apnl 2018 (Figure 1). The samples
were stored in glycerol (15%4) at —80°C and in mineral o1l at room
temperature. For laboratory analysis, they were cultured in brain
heart infusion broth (BHI) at 37°C for 24 h. This study was approved
by the Comité de Etica em Pesquisa of the Universidade Federal
de Pernambuce, Brazil (Ref. No. 2.581.723). The identification of
isolates and determination of minimum inhibitory concentrations
(MICs) were performed according to the Climical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidclines using an automated Vitck
2 Compact system (bioMéncux, }'v'l:1rc:.-'-1'l::t[:jlce France) using 11
antimicrobials {Table 1). Taxonomic confirmation of isolates was
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16555 21315 cU Cuiheier ilp XDR  AZT, CPAM, CRO, CIF, ETF, [PM, LEV, MEM, FTZ - -
175 3,150 ICU Trackeal secretion  MDR  AZT, CPM, CRO, CTF, LEV, 5XT + +
a044 2044 o Trackes] wirkton XDR CPM, CRO, CIF, ETFE, IFAM, LEY, MEM, PTZ, 5XT + +
953 2.01% e Cwiheter ip XDR AMI CPM, CRO, CIF, ETF, IPAM, LEV, MEM, PTZ, SXT +* +*
a0Tr 201 wu Catheler lip MDE CPM, CRO, CTF, LEV, SXT + -
10M2 200 (=i Bhad XDR  CPM, CRO, CIF, ETE, IPM, LEV, MEM, FTZ, $XT * *
13762 2306 U Ui DR AMIL, CFM, CTRO, CIF, ETFE, IPM, LEY, MEM, FTE, 5XT + -
1235 3,487 cU Calheter tip ¥DR  AMI, CRO, CTF, ETF, IPAY, LEV, MEM, PTZ, SXT + +
11338 2.015 Fuiip] Cathietir tlp XDR AMI, CPAM, CRO, CIF, ETE, IPM, LEY, MEM, PTZ, 5XT + +
11255 1.14% 1wy Urime XDR AMI, CRO, CTF, ETF, IPM, LEV, MEM, PTZ, 8XT - -
13684 3,351 ey Uriae MDE  AZT, CPM, CRO, CIF. LEV, 5XT + -
12953 2351 ol Trackesl secretion XDR  AMILAZT, RO, CIF, ETF, IPM, LEV, MEM, FTZ + *
13644 2,513 Icu Trackesl stcretan XDR AMI, CPM, CRO, CIF, ETF, IFA, LEY, MEX, PTZ - -
L3638 2361 1CY Catheier ilp XDR  CRO, CIF, ETF IPM, LEY, MEM, FTZ, $XT - -
AT6E 1IT4 AC Lriae XDR AMI, CRO, CTF, ETF, IPM, LEV, MEM, FTE, 5XT + +
A ihe4d 2.80% o Urime DR AMI, CRO, CIF, ETF, [FM, LEY, MEM, FTZ + -
L 2500 Icy Woand XDR AMI, CP3M, CRO, CIF, ETFE, IFM, LEY, MEMNL, PTE, 5XT + +
I 12692 1¥76 Cca Waaed XDR AMI, CPM, CRO, CTF, ETF, IFM, LEY, MEM, PTZ, SXT - -
11538 2,002 ey Trackes] steretion. XDR AZT, CPM, CRO, CIF, ETF, [PM, LEY, MEM, FIZ - +
B LRB 2385 ool Rlaal XDR  AMIAET, CFM, CRO, CIF, ETF, IFM, LEV, MEM, FTZ -
A lon 31 1w Urias XDR  AZT, CPM, CRO, CTF, ETF, IPM, LEV, MEM, FTE - +
v 14568 a0 cy Tisod XDR  AZT, CPAM, CHO, CIF, ETF, [P3, LEY, MEX, FTZ, SXT .
— s 4051 ame . Cuiheter ilp XDR  AMI, CRO, CTF, ETF, IPM, LEY, MEM, PTZ. 5XT . -

FIGURE 1: Phanotypic and genofypic characterizalion of the Providencia sfearti isolales. AMI: amikacin; AZT: artreonam; Absenl gene
CPM: celepime; CRO: ceftriaxone; CIP: ciprofloxacin, CU: coronary unil; ETP: erlapenem; XDR: extensively drug-resislant; 1CU:

IPM: imipenem; LEV: levofloxacing MC: medical clinic; MEM: meropenem; MDR: multidrog-resistanl; PTZ: piperacilin{azobactam;

SXT: trimethoprim—sulfamasthoxazole.

TABLE 1: Antimicrobial resislance profile of the Providencia sfuanti isolates invesligated.

[-); CA: cardiclogy;
intensive care unit;
Prasent gene (+);

Antimicrobials

MIG range {pg/mL}

Resistance (n = 28)

Amikacin <B->32 156
Azireonam =2->16 11
Cefepimea <1-=186 20
Ceflriaxong z16—»32 28
Ciprofloxacin =2 28
Erapenem <025-=4 24
Imipanem =1-=8 24
Levoilloxacin =4 28
Meropenem <1-=8 24
Piperacilin-Tazobactam =464 24
Trimathoprim—3Sulfamelhoxazole <1-=4 20

MIC: minimum inhibitory concentration.

performed using matrix-assisted laser desorption 1onization time-
of-flight (MALDI TOF) mass spectrometry {MS) ina MALDI-TOF
Autoflex [T Mass Spectrometer (Bruker Daltonics, Billenica, MA.
USA). The mass spectra obtained were compared with the MALDI
Biotyper version 3.1 database.

The aac(8 j-fh-crand bla, . genes were detected by polymerase
chain reaction (PCR) using specific primer pairs and annealing
temperaturcs®®. Amplicons were evaluated using 1.2% agarosc

214

gl electrophoresis and 100 bp Ladder DNA marker (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Subsequently, they were purified following
the protocol given in the PurcLink purification kit {Invitrogen)
and sequenced on an ABI 3100 DNA automated apparatus. Data
obtained by sequencing were analyzed and deposited in the Genbank
databasc of the National Center for Biotechnology Information
(NCBI)., which provided the respective access numbers: MN371229
and MN371230. The cntcrobacterial repetitive intergenic
consensus-PCR (ERIC-PCR) technique was performed to analyze
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the genetic diversity of the isolates. ERIC-PCR rcactions were
carricd out and interpreted according to Duan ct al_,'® as were the
paramctcrs for amplification. Amplicons were stained with Blue
Green dye (LGC Biotechnology, SP, BR) and subjected to 1.5%
agarosc gel clectrophoresis and visualized under ultraviolet light
and photo-documented for later analysis of the clonal profiles.
DARwin version 5.0 software was used to gencrate a dendrogram.

The isolates were confirmed as P. stuartii by MALDI-TOF MS,
with scorcs between 2,002 and 2.437, indicating high similanity with
this specics. All isolates were resistant to cefinaxonc, ciprofloxacin,
and levofloxacin. Twenty-four isolates were resistant to ertapenem,
imipencm, meropencin, and piperacillin-tazobactam, and 20 were
resistant to cefepime and trimethoprim-sulfamethoxazole. For
amikacin and aztrconam, 13 and 11 resistant isolates were observed,
respectively {Table 1). Based on the resistance profile, four isolates
were characterized as multidrug-resistant (MDR) and the others
were extensively drug-resistant (XDR). The aaef6i’)-fb-cr gene was
detected in 16 isolates, and the bla,, gene was scen in 14, Among
the 1selates, 11 were positive for both genes. However, 9 1solates
did not contain the investigated genes (Figure 1)

In the present study, all isolates were confirmed by MALDI-TOF
technique. The mass spectra obtained were comparcd with the
reference spectra stored in databases using specific software.
This technique is generally applied to identify a variety of
microorganisms, cspecially those of clinical origin. Compared with
other identification techniques (phenotypic characterization and
165 rDNA gene sequencing ), MALDI-TOF 15 used more frequently
duc to its low cost and high reliability". In clinical practice, rapid
and accurate pathogen identification is cssential for adequate

antimicrobial therapy.

All P stuartii isolates were resistant to fluoroquinolone drugs
{ciprofloxacin and levofloxacin). Regarding the f-lactam group,
there was a significant proportion showing resistance to carbapenems
{crtapenem, imipencm, and meropencm) and [i-lactamase inhibitors
(tazobactam), indicating low cflectiveness of these antimicrobials
on the P stuartii 1solates, Overall, amikacin and aztreonam were the
antimicrobials to which the isolates presented the lowest resistance.
Since the intrinsic resistance of this species 1s alrcady recognized in
the literature for aminoglycosides (except for amikacin), as well as
for tigecycling, polymyxin B, or polymyxin E (colistin), used when
there is resistance to carbapencms’, the combination of amikacin
and aztrconam can be considered as a therapeutic option. The
Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA) in Brazil*
recommends a combination of aminoglycosides and p-lactams in
the treatment of infections caused by MDR enterobacteria.

The resistance profiles of some of the isolates may be
justified by the presence of the aac(6')-ib-cr gene. This gene
inactivates aminoglycosides and can confer resistance to some
fluorquinoloncs®. Recently, Scavuzzi ct al.™ reported the prescnee
of the aacf6'}-Ib-cr gene in Klebsiella pneumoniae samples from
the city of Recife-PE. Our data show a probable spread of this gene
among specics of the Emterobacteriaceae family in public hospitals
in Recife. Also, the bla, . genc has the potential to inactivate
all f-lactams™. Thus, resistance to these antimicrobials may be
duc to the expression of this gene. Investigating the spread of

bla, . in statcs from Brazil, Tavares ctal.” obscrved the presence of
this gene in four P sruartii isolates and highlighted the importance
of the immediate recognition of this species as a carrier of this gene.
Later, Aires ctal.? reported, in a hospital in Recife, an isolate of this
species with bia,, . Our study reinforces the spread of this genc in
P, stuartii with a significantly higher number of isolates than previous
studics and demenstrates the need for urgent measures to control
infections. Enzyme production from plasmid or chromosomal
genes represents the main resistance mechanism in MDR and XDR
bacteria. However, other mechanisms, such as a low permeability of
the outer membrane, which limits antimicrobial passage, changes
in the efffux pumps, which removes the drug into the extracellular
environment, and modifications to antimicrobial target proteins, also
contribute to bacterial survival®, Thus, iselatcs that did not have
these genes may employ other resistance mechanisms.

Antimicrobial resistance has significantly increased in recent
years. It has led to the emergence of highly virulent strains such as
carbapencm-resistant Enterobacteriaceae, Based on data presented by
the World Health Organization", infections caused by these bacteria
arc among the lcading causes of morbidity and mortality in the world.

After verifying the resistance profile, this study investigated
the clonal profile among P suarrii isolates by ERIC-PCR, which
detected four molecular profiles. Profile I included two clones, while
profile 1T had only one. Profile I1I was divided into two subgroups:
IIIA, with 20 clones, and IIIB, with only three. Profile IV was
divided into subgroups: IVA and IVB, each with by onc isolate
{Figure 1). These data revealed the clonal dissemination of most
isolates in diffcrent sectors of the studicd hospital and demonstrated
the need for more effective infection control measures.

The results show that the therapeutic options for P stuartii are
becoming increasingly limited. In addition to its natural resistance
to vanous antimicrebials, including some advanced therapeutic
options*7, this species has demonstrated the potential to acquire other
resistance genes. Routine cpidemiological studics may help guide
the synthesis of new drugs and the choice of appropriate treatments.
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Resumo

Providencia stuartii € uma das espécies de Enterobacteriaceae de importancia medica
comumente associada a infeccBes urinarias, mas que pode causar também diferentes infec¢des,
inclusive incomuns como abscesso hepatico e vasculite séptica. Essa bactéria se destaca na
expressdo de resisténcia intrinseca e adquirida a antimicrobianos, além de utilizar mecanismos
como o biofilme para sua persisténcia nos ambientes bioticos e abioticos. Este estudo investigou
pela primeira vez o perfil de hidrofobicidade celular de isolados clinicos de P. stuartii e
analisou genes relacionados as fimbrias adesinas nesta espécie comparando com relatos
descritos para outros representantes da familia Enterobacteriaceae. Os isolados investigados se
mostraram formadores de biofilme e apresentaram um perfil de superficie celular praticamente
hidrofilico. No entanto, ndo foram encontrados os genes fimH e mrkD nessa bactéria,
diferentemente do observado em outras espécies. Esses resultados indicam que P. stuartii
apresenta especificidades quanto ao seu potencial para formacéo de biofilme, dificultando a
desestabiliza¢do do processo infeccioso causado por este patdgeno e aumentando a permanéncia
desta bactéria em unidades hospitalares.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, fimH, mrkD, viruléncia
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1. Introducéo

Providencia é um dos géneros que constitui a familia Enterobacteriaceae, sendo a espécie
P. stuartii uma das mais ocorrentes e amplamente associada a infec¢bes do trato urinario,
especialmente, em pacientes submetidos a longos periodos de cateterismo (Armbruster et al,
2014; Kurmasheva et al., 2018). Como se trata de um patdgeno oportunista, esta bactéria pode
causar diferentes infeccbes: septicemia (Aires et al, 2015), diarreia (Shima et al, 2016),
pneumonia (Abdallah et al, 2018) infeccdes em queimaduras e feridas abertas (Pirii et al., 2018;
Libertucci et al., 2019), até aquelas incomuns para essa espécie como, por exemplo, conjuntivite
(Crane, Shum and Chu, 2016), abscesso hepatico (Lin et al, 2017), abscesso retal (Lee et al,
2018) e vasculite séptica (George, Kornik and Robinson-Bostom, 2020).

Providencia stuartii corresponde a uma das enterobactérias produtoras de p-lactamases do
tipo AmpC cromossomica que apresenta, portanto, resisténcia natural a maioria dos
antimicrobianos B-lactdmicos, incluindo penicilinas, algumas cefalosporinas e as combinagdes
com inibidores de B-lactamases (Magiorakos et al., 2012; Santiago et al, 2016). Também ¢é
resistente intrinsecamente aos aminoglicosideos (exceto amicacina) e antimicrobianos de Gltima
escolha terapéutica como tigeciclina, colistina e polimixina B (CLSI, 2018). Adicionalmente,
pode adquirir genes de resisténcia que codifiquem diferentes tipos de enzimas como enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (AMES), B-lactamases de Espectro Estendido (ESBLS) e
carbapenemases (Mir6 et al, 2013; Oikonomou et al, 2016; Mao et al, 2016; Szabolcs et al,
2019).

A patogenicidade dessa espécie é ainda mais ampliada pela sua capacidade de formar
biofilme (El Khatib et al., 2017; El Khatib et al., 2018). O biofilme corresponde a uma matriz
constituida majoritariamente por exopolissacarideos (EPS), que permite a passagem de
nutrientes através de poros e canais. Na maioria dos casos, as bactérias sdo encontradas vivendo
em comunidades ou aderidas as superficies de materiais bidticos ou abidticos como, por
exemplo, tecidos do corpo humano e dispositivos clinicos (Pelling et al., 2019).

A formagcéo e estrutura dos biofilmes dependem de uma variedade de fatores como o tipo
de microrganismo, o tipo de superficie e as condi¢cbes ambientais como pH e temperatura. Os
fatores fisico-quimicos como as forcas de atracdo eletrostatica e hidrofébica, interacdes de var
der Waals, pontes de hidrogénio e ligagdes covalentes, séo relevantes para a formagédo de
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biofilme. Além disso, sdo considerados os fatores genéticos para a adesdo bacteriana como a
expressdo de flagelos, polimeros e fimbrias adesinas (Flemming et al., 2016).

Apesar desses dados serem relevantes, a literatura fornece poucas informacoes sobre os
fatores que contribuem para a formacdo de biofilme em P. stuartii. No caso de infeccGes
urinarias foi observado que, para colonizar o trato urinario, este microrganismo expressa
resisténcia ao célcio e magnésio, tolera altas concentracbes de ureia e variagdes de pH (El
Khatib et al., 2017). Mas pouco se sabe sobre os processos de adeséo celular dessa espécie em
superficies bidticas ou abidticas. Desse modo, este estudo se prop0s a investigar a
hidrofobicidade celular e genes codificadores de fimbrias adesinas em isolados de P. stuartii
formadores de biofilme e sua associacdo com os fatores genéticos ja descritos para familia

Enterobacteriaceae.

2. Materiais e métodos

2.1. Material bioldgico e condi¢es de cultivo

Foram investigados isolados de P. stuartii (n=28) provenientes de um hospital publico em
Recife-PE, Brasil. As amostras foram coletadas entre junho de 2017 e abril de 2018 de
diferentes sitios de infeccdo e setores do hospital (Silva et al., 2020), as quais foram
armazenadas no meio Brain Heart Infusion (BHI) com glicerol (15 %) em Deep Freezer a - 80
°C e com 6leo mineral em temperatura ambiente. Posteriormente, foram reativadas e incubadas
a 37 °C por 24h. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com o parecer de nUmero: 2.581.723.

2.2. Formacdao de biofilme

A formacgdo de biofilme foi realizada em microplacas de poliestireno pelo método de
cristal violeta descrito por Stepanovic et al. (2007), com diferentes meios de cultura: BHI, Luria
Bertani (LB) e Tryptose Soy Broth (TSB). Apds a incubagdo (37 °C / 24h), o indculo (1,5 x 10°
UFC/mL) foi retirado, as microplacas lavadas (3x) com solucdo salina estéril a 0,9% e o
biofilme fixado (55 °C / 1h). Na sequéncia, foi acrescentado cristal violeta (0,4 %) em
temperatura ambiente por 15 minutos, seguido de trés lavagens para retirar 0 excesso do

corante. Por fim, foi adicionado etanol absoluto por 30 minutos. A partir das leituras de
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densidade dptica (OD) em leitor de microplacas (FLx800 ™ Multi-Detection) no comprimento
de onda 570 nm, foi determinada a média dos valores da absorbancia de cada amostra (DOa) em
comparacdo com a absorbancia do controle de esterilidade (ODc¢). As amostras foram
classificadas como fortes (4x OD. < ODa), moderadas (2x OD; < ODa < 4x ODy) e fracas (ODc
< 0D, <2x OD¢) formadoras de biofilme.

2.3. Microscopia de fluorescéncia

Para confirmar a formacdo do biofilme, foi selecionado um isolado (8945), capaz de
formar biofilme nos trés meios testados (BHI, LB, TSB), e 0s ensaios foram repetidos em
placas de poliestireno (seis pocos). Foram adicionados 4 mL de cada meio em pocos distintos,
0,5 mL de agua milliQ e 0,5 mL de in6culo bacteriano. Para o controle de esterilidade o
in6culo bacteriano foi substituido por agua destilada. Apds a incubacao (37 °C / 24h), as placas
foram lavadas trés vezes com salina 0,9% para remocdo de células planct6nicas. Em seguida,
foi adicionado SYBR Green (20 pL para cada 1 mL de agua milliQ) e Calcofluor White (1:1
com KOH 10%) em pocos distintos, para analisar as células do biofilme e a estrutura
exopolissacaridica, respectivamente. As imagens foram obtidas em microscépio de
fluorescéncia (LEICA) em filtro 2 (BP 515-560) para o SYBR Green e filtro 1 (BP 480/40)
para o Calcofluor White.

2.4. Teste de adesdo microbiana a hidrocarbonetos (MATH)

O perfil da Hidrofobicidade da Superficie Celular (HSC) foi determinado com base no
método de ligagdo a hidrocarboneto descrito por Czerwonka et al. (2016), com algumas
modificacdes. Os isolados bacterianos crescidos em caldo BHI (37 °C / 18h), foram transferidos
para microtubos, centrifugados por 10 min (7.000 rpm) e o sobrenadante descartado. O
sedimento resultante foi suspendido em tampdo PUM (fosfato de potassio trihidratodo e
monobaésico, ureia e sulfato de magnésio hepta-hidratado) e ajustado para 0,5 (1,5 x 10°
UFC/mL) obtendo-se a leitura de OD inicial (ODj) a 600 nm. Posteriormente, foi adicionado o
hidrocarboneto p-xileno (1: 0.2) e a mistura submetida a agitacdo em vortex por 2 min. Apds a
separacgdo das fases, em temperatura ambiente por 30 min, foi realizada a OD final (ODx) a 600
nm da fase inferior de cada microtubo. A seguinte formula foi utilizada para determinar a HSC
(%): (OD;j - ODy) / OD;i x 100. As bactérias que apresentaram HSC (%) inferior a 30% foram
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consideradas hidrofilicas e com HSC (%) superior a 70%, hidrofébicas. As amostras que
apresentaram HSC entre 30% e 70% foram classificadas como moderadamente hidrofébicas.

2.5. Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Sambrooke e
Russell (2001), com algumas modifica¢fes. A qualidade do DNA extraido foi avaliada a partir
da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1%. Apds a corrida, o gel foi observado em
transiluminador UV e fotodocumentado. A concentracdo do DNA foi determinada por
densidade dptica em espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm, obtendo-se a estimativa da quantidade de DNA presente

na amostra e o0 grau de pureza.

2.6. Identificacdo de fimbrias por PCR

A amplificacdo dos genes codificadores de fimbrias foi realizada por Polymerase Chain
Reaction (PCR). Para o gene mrkD foi utilizada a seguinte sequéncia: Fi 5’
CCACCAACTATTCCCTCGAA 3" e R2 5" ATGGAACCCACATCGACATT 3', enquanto para
o fimH: F1 55CCGTTATATTTCACGGTGCC 3’ e R2 5" TCTACGTTAACCTGACCCCG 3. A
amplificacdo das amostras foi preparada para um volume final de 25 pL contendo: DNA
gendmico (20 ng), pares de primer (10 pmol), Mgcl (25 mM), dNTP (2 mM), agua milliQ, Taq
DNA polimerase (1 U) e tampdo de amostra (25 mM). As reacGes foram realizadas em
termociclador (BioRad), programado com as respectivas etapas de desnhaturacao, anelamento e
extensdo (Stahlhut et al. 2009, Sahly et al. 2008). Ap6s a amplificacdo, a reacdo foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose a 1,2%, utilizando o marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen).
Em seguida, o gel foi observado em transiluminador UV e fotodocumentado. Uma cepa de
Klebsiella pneumoniae (K5-A2), obtida da Colecdo de Culturas Bacterianas do Laboratério de
Bacteriologia e Biologia Molecular - Departamento de Medicina Tropical da UFPE, foi

utilizada como controle de referéncia.
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Resultados

Todos os isolados de P. stuartii investigados apresentaram capacidade de formar biofilme
em microplacas de poliestireno, com maior formacdo nos meios BHI e TSB, exceto o isolado
04446 que se mostrou fraco formador nos trés meios testados. A intensidade de formacgéo pode
ser evidenciada por meio da densidade Optica representada na Figura 1. Do total de isolados
analisados, 22 foram classificados como fortes formadores tanto em BHI quanto em TSB.
Entretanto, no meio LB, 23 apresentaram moderada capacidade de formacdo de biofilme

(Figura 1 e Tabela 1).
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Figura 1. Formacdo de biofilme revelada com cristal violeta. Os biofilmes preparados em microplacas de
poliestireno foram expressos pela média de OD 570 nm e comparados com o controle de esterilidade (SC). Brain

Heart Infusions (BHI), Luria Bertani (LB), Tryptic Soy Broth (TSB).
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Para confirmar a formac&o foi utilizada a microscopia de fluorescéncia. Para isto, foi
selecionado o isolado 8945, avaliado como forte formador nos trés meios investigados de
acordo com os resultados obtidos pelo método do cristal violeta. Foi possivel observar biofilme
nas amostras coradas com SYBR Green para os trés meios (Figura 2A, B, C), bem como a
formacdo de matriz exopolissacaridica (EPS) a partir da coloragdo com Calcofluor White
(Figura 2D, E e F). Nas figuras 2G, H, | é possivel verificar a sobreposicdo das imagens

anteriores revelando as estruturas fundamentais que caracterizam o biofilme bacteriano.

Figura 2: Biofilme do isolado 8945 em microscopia de fluorescéncia. A, B e C: biofilme formado em BHI, LB e
TSB e corado com SYBR Green; D, E e F: exopolissacarideos corados com Calcofluor White, respectivamente; G,
H e I: células de biofilme coradas com SYBR Green e Calcofluor White, respectivamente.

Quanto ao perfil da HSC, 27 isolados foram classificados como hidrofilicos, apresentando
um percentual de hidrofobicidade inferior a 30%. Apenas o isolado 12353 apresentou um
percentual entre 30% e 70% sendo, portanto, classificado como moderadamente hidrofébico
(Figura 3, Tabela 1).
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Figura 3: Percentual do perfil de hidrofobicidade da superficie celular (CSH) dos isolados de P. stuartii,
representado pela média de trés suspensfes bacterianas em p-xileno (1: 0.2).

Uma vez analisada a capacidade para formagéo de biofilme e o perfil de hidrofobicidade
dos isolados, foram investigados genes relacionados ao mecanismo de formacéo de biofilme: o
mrkD e o fimH e a sua prevaléncia nos principais representantes da familia Enterobacteriaceae.
Curiosamente, nenhum dos isolados investigados no presente trabalho apresentaram

positividade para estes genes (Figura 4, Tabela 1).

1200 pb
T

Figura 4: Gel representativo dos produtos de amplificacdo dos genes fimH (A) e mrkD (B). M: Marcador
molecular; C+: Controle positivo (K. pneumoniae / K5-A2), C—: Controle negativo (dgua milliQ). 1: 8234, 2: 8945,
3: 01011.



Tabela 1: Caracteristica bioquimicas e genéticas dos isolados investigados.

Isolados Biofilme Hidrofobicidade Genes fimbriais
BHI LB TSB fimH mrkD

8234 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
8686 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
8763 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
8944 ++ ++ ++ Hidrofilico - -
8945 +++ +++ +++ Hidrofilico - -
8953 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
8972 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
10702 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
11255 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
11933 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
12353 +++ ++ +++ MO Hidrofébico - -
12536 ++ +++ ++ Hidrofilico - -
12692 ++ ++ ++ Hidrofilico - -
12953 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
13638 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
13646 +++ ++ +++ Hidrofilico — -
13648 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
13684 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
13762 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
14051 +++ +++ +++ Hidrofilico - -
14569 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
15060 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
16995 ++ ++ ++ Hidrofilico - -
17852 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
18809 ++ ++ ++ Hidrofilico - -
01011 +++ +++ +++ Hidrofilico - -
01474 +++ ++ +++ Hidrofilico - -
04446 + + + Hidrofilico - -

66

Forte formador de biofilme (+++), moderado formador de biofilme (++), fraco formador de biofilme (+). Brain
Heart Infusions (BHI), Luria Bertani (LB), Tryptic Soy Broth (TSB).

hidrofébico. Gene ausente (-).

Discussao

MO hidrofébico: moderadamente

A estabilidade estrutural do biofilme confere as bactérias envolvidas um microambiente

adequado para sua sobrevivéncia agindo como uma barreira e, consequentemente, protegendo

toda a comunidade residente de antimicrobianos e do sistema imunol6gico do hospedeiro. Desse
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modo, o biofilme pode ser caracterizado como um relevante mecanismo de viruléncia
(Flemming et al., 2016).

No presente estudo, todos os isolados foram capazes de formar biofilme, mas com
intensidades diferentes, sobretudo, em meio BHI e TSB. Entretanto, nas condicdes testadas, o
isolado 04446 foi caracterizado como fraco formador. Nossos dados corroboram com o estudo
de Silva et al. (2020), que analisou a capacidade de formagdo de biofilme de isolados de
Proteus mirabilis, uma espécie de Enterobacteriaceae assim como P. stuarti, no qual se
observou uma maior formacdo nestes dois meios de cultura. Da mesma forma, outro estudo
(Lima et al. 2020) avaliou a formagdo de biofilme em Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa nos meios LB e TSB em concentra¢des padréo, suplementado com glicose e diluido
(25% do padrdo). Alguns isolados dessas espécies responderam aos tratamentos de estresse
apenas em TSB. Para os autores, a diluicdo do meio que resultou na reducao de nutrientes, pode
ter induzido uma maior formacao de biofilme. Com base nesses resultados, isolado 04446 de P.
stuartii pode ser capaz de formar mais biofilme se submetido a alguma condi¢édo de estresse.

Em relacdo ao perfil de hidrofobicidade, ndo foram observadas diferencas relevantes entre
esse parametro e a formacdo de biofilme. O Unico isolado classificado como moderadamente
hidrofobico (12353) apresentou um percentual mais proximo do perfil hidrofilico e formou
biofilme similarmente aos demais. Desse modo, nossos dados corroboram com estudos
anteriores que observaram maior formacdo quando as bactérias apresentavam superficies
celulares hidrofilicas (Czerwonka et al., 2016; Araujo et al., 2019, Silva et al., 2020). Um
estudo anterior revelou que P. stuartii é capaz de invadir e se aderir as células epiteliais de
forma eficaz, de acordo com seu estagio de crescimento (Kurmasheva et al. 2018). Portanto, os
dados aqui apresentados sdo relevantes, principalmente porque a hidrobobicidade celular € um
dos principais fatores fisico-quimicos que influenciam o processo de adesdo microbiana aos
substratos. Vale ressaltar que a maioria das células bacterianas e algumas superficies sdo
carregadas negativamente, permitindo a repulsdo eletrostatica. Esse fato tem contribuido
significativamente para a sintese de dispositivos clinicos anti-infecciosos, evitando assim a
adesdo microbiana e, consequentemente, a disseminagdo de patdgenos no ambiente hospitalar
(Trentin et al. 2015, Ren et al. 2018)

Para a formagdo e estrutura dos biofilmes, sdo necessarios diversos fatores fisico-

quimicos e genéticos. Um estudo que investigou o biofilme de P. stuartii constatou que, no
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estado plancténico, esta espécie forma comunidades de células flutuantes que precedem e
posteriormente coexistem com biofilmes aderidos a superficie, mostrando a especificidade desta
espécie relacionada a este fator de viruléncia (El- Khatib et al. 2018). Outro estudo, investigou a
flexibilidade das principais porinas desta bactéria (OmpPstl e OmpPst2) e sugeriu que 0S
movimentos, especialmente, da OmPstl podem contribuir com a adaptacdo dessa espécie no
ambiente, ao interagir com outros componentes da membrana como LPS, exopolissacarideos
importantes nos processos de formacdo de biofilme (Tran et al., 2017). Possivelmente, a
diversidade de residuos de aminoacidos presentes no dominio externo dessa porina, auxilia 0s
movimentos de cargas e as interacGes eletrostaticas com outros componentes da membrana
celular (Arunmanee et al., 2016).

Dentre os fatores genéticos relacionados a formacéo de biofilme, destaca-se a diversidade
de adesinas de fimbrias, principalmente em bactérias gram-negativas, uma vez que essas
estruturas podem promover a adesdo celular e contribuir para o desenvolvimento de biofilme.
Essas adesinas interagem com receptores especificos presentes em superficies inertes e bidticas
e podem ser codificadas por genes cromossémicos ou plasmideos (Zamani and Salehzadeh
2018). No presente estudo, foram investigados genes que codificam fimbrias do tipo 1 (fimH) e
do tipo 3 (mrkD), que sdo identificados em diferentes espécies da familia Enterobacteriaceae
(Tabela 2), bem como em bactérias de outras familias (Mohajeri et al. 2016; Tavakol et al.
2018).

Frequentemente, sdo identificadas fimbrias do tipo 1 em Escherichia coli Uropatogénica
(UPEC), que sdao um dos fatores relevantes na adesdo desses patdgenos (Zamani and
Salehzadeh 2018). Mas essas fimbrias também séo identificadas em outras enterobacteérias,
como Klebsiella spp. e Samonella spp. entre outros (Aradjo et al. 2019, Uchiya et al. 2019). Da
mesma forma, as fimbrias do tipo 3 em algumas outras bactérias da mesma familia (Stahlhut et
al. 2013, Azevedo et al. 2018), conforme visto na Tabela 2.

Diante dessas informacdes e considerando as especificidades ja relacionadas ao
mecanismo de viruléncia descrito para P. stuartii, o presente estudo investigou os genes fimH e
mrkD relacionados aos processos de invasdo e colonizacdo bacteriana no trato urinario. Porém,
no presente estudo, ndo foi encontrada a presenca de nenhum desses dois genes. Para o fimH,
ndo ha relatos de investigacdo nessa espécie, embora este gene codifique uma estrutura

essencial para a invaséao e colonizacao por bactérias, principalmente do trato urinario. Ja para o
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mrkD, a possivel associacdo desse gene com a persisténcia de P. stuartii em casos de bacteriuria
foi relatada na década de 1980 (Mobley et al. 1988). No entanto, ndo foram encontrados estudos
experimentais mais recentes utilizando ferramentas moleculares, que pudessem confirmar a

presenca dessa sequéncia no genoma desse patégeno.

Tabela 2: Detecgdo dos genes fimH e mrkD em representantes da familia Enterobacteriaceae.

Klebsiella variicola
Klebsiella quasipneumoniae
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Gene Enterobacteriaceae Referéncias
Escherichia coli Feenstra et al. 2017, Chen et al. 2018, Rabbani
et al. 2018, Zhang et al. 2020
Klebsiella pneumoniae Ferreira et al. 2019
Klebsiella oxytoca Ghasemian et al. 2018
Edwardsiella piscicida Zhang et al. 2019
fimH Enterobacter aerogenes Azevedo et al. 2018
Salmonella enterica Enterica Rakov et al. 2019
Salmonella enterica serovar Enteritidis iujmzigil;a'Bajor etal. 2012, Kuzmifiska-Bajor
Salmonella enterica serovar Typhimurium  Zeiner et al. 2012, Uchiya et al. 2019
Salmonella enterica serovar Choleraesuis ~ Grzymajlo et al. 2013, Lee & Yeh 2016
Citrobacter koseri Ong et al. 2010
Citrobacter freundii Ong et al. 2010
Enterobacter cloacae Amaretti et al. 2020
Enterobacter aerogenes Azevedo et al. 2018
mrkD Escherichia coli Ong et al. 2010, Stahlhut et al. 2013

Imai et al. 2019
Imai et al. 2019
Ong et al. 2010, Ghasemian et al. 2018

Ong et al. 2010, Stahlhut et al. 2013, Ferreira et
al. 2019, Imai et al. 2019, Amaretti et al. 2020

A auséncia das duas sequéncias genéticas investigadas no presente estudo indica que,
possivelmente, esses genes ndo correspondem a fatores determinantes para a formacdo de
biofilmes em P. stuartii, diferentemente do que foi encontrado para outros representantes de
Enterobacteriaceae (Tabela 2). Esta informacéo é interessante e revela que esta especie possui
caracteristicas geneticas e bioquimicas especificas ainda ndo descritas ou pouco conhecidas em
espécies dessa familia.

Esses dados demonstram que a investigagdo dos possiveis mecanismos envolvidos na
formacdo do biofilme bacteriano € essencial para a compreensdo da composi¢cdo da matriz

extracelular, subtipos e comportamentos celulares. Além disso, esclarecer os mecanismos
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envolvidos na adesdo e no processo de colonizagdo de P. stuartii sdo fundamentais para,
eventualmente, prevenir ou controlar infecgdes cronicas causadas por esse patdégeno. Os dados
aqui apresentados reforcam a necessidade de novos estudos devido as especificidades
encontradas nesta espécie. As particularidades ainda ndo esclarecidas desta bactéria tém
revelado um aumento no perfil de resisténcia e na sobrevivéncia no ambiente hospitalar (Silva

et al. 2020) dificultando, portanto, o combate as possiveis infecgdes causadas por esse patdgeno.

Concluséo

Em conclus&o, nossos resultados confirmam e demonstram algumas especificidades de P.
stuartii em relacdo ao seu potencial de formacdo de biofilme. Além disso, os resultados
demonstram que outros tipos de fimbrias adesinas ainda ndo relatados na literatura podem estar

relacionados a formacdo de biofilme nesta espécie.
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Resumo

As infeccBes hospitalares causadas por bactérias resistentes € um problema mundial de satde
publica que afeta, especialmente, paciente imunocomprometidos. Esses patdgenos para
sobreviverem e se propagarem, utilizam um conjunto variado de estratégias conhecidas como
fatores de viruléncia. O presente estudo, corresponde a uma revisdo do estado-da-arte
relacionada aos principais fatores associados a patogenicidade de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas de importancia clinica. Os fatores de viruléncia isolados ou em conjunto,
garantem significativas defesas ao sistema imunolégico do organismo hospedeiro, bem como de
condicdes externas adversas. Assim, medidas eficazes de controle microbiano sdo necessarias,
principalmente nas instituicOes de saide; também, o incentivo a novas abordagens terapéuticas
que visem os principais fatores de viruléncia.

Palavras-chave: infecgdes bacterianas, patogenicidade, prevencgéo
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Introducgéo

O aumento no ndmero de infecgBes hospitalares causadas por micro-organismos
multirresistentes € um problema de saide em todo o mundo. Essas infec¢Bes conhecidas como
Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo provocadas principalmente pelo uso
persistente de antibidticos, pela automedicacdo dos pacientes e pela exposi¢cdo ao ambiente
hospitalar por longos periodos, principalmente, em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs),
(Oliveira et al. 2017; Oliveira et al. 2020).

Alguns 6rgdos competentes fazem levantamento das IRAS nos setores hospitalares a
exemplo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil. Através desses
levantamentos, em 2017 a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) resumiu e publicou uma lista
de bactérias resistentes a serem consideradas como prioridade na pesquisa, descoberta e
desenvolvimento de novos antibidticos, classificando-as como prioridade critica, alta e média
(WHO, 2017). Dentre os patdgenos citados, estdo espécies da familia Enterobacteriaceae e
outros micro-organismos de outras familias como Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa.

O sucesso da infeccdo causada por essas bactérias € determinado pela soma da atuacéo
dos mecanismos de resisténcia e patogénicos, esses Ultimos conhecidos como fatores de
viruléncia. Esses fatores podem atuar individualmente ou em conjunto para atrapalhar os
mecanismos de defesa do hospedeiro. O conhecimento sobre esses fatores, 0 modo de sua
atuacdo e regulacdo sdo relevantes para o desenvolvimento de novas terapéuticas, bem como
auxilia as medidas de controle sanitario (Wilson et al. 2002; Wu, et al. 2008; Mulani et al.
2019).

Uma vez que, os estudos epidemioldgicos sdo ferramentas essenciais para manter
atualizados os perfis de viruléncia bacterianos e contribuir com os tratamentos clinicos
adequados, o presente estudo buscou na literatura os principais fatores de viruléncia de espécies

patogénicas da familia Enterobacteriaceae, bem como de outros patdgenos humanos.

Parede Celular
Um dos principais componentes da parede celular bacteriana é o peptidoglicano, um
macropolimero complexo altamente conservado, formado por mondmeros de N-

acetilglucosamina (GIcNACc) e &cido N-acetilmuramico (MurNACc) e ligados por uma ligacéo p-
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1,4-O- glicosidica (Pyclik et al. 2020). Outros componentes podem estar presentes em sua
estrutura como, por exemplo, lipoproteinas, polissacarideos e glicolipideos, que podem atribuir
diferentes propriedades fisico-quimicas a estes seres vivos (Radkov et al. 2018). A presenca de
uma complexa parede celular nas bactérias foi um fator importante na evolugdo desses micro-
organismos, pois além de essencial para o crescimento e para a viabilidade celular, essa
estrutura também confere resisténcia mecéanica e protecdo contra o estresse ambiental (Claessen
e Rrrington 2019).

A constituicdo da parede celular diferencia os micro-organismos Gram-positivos dos
Gram-negativos. Nas bactérias Gram-negativas a camada de peptidoglicano é mais fina (5 nm) e
encontra-se localizada entre as membranas citoplasmatica e a externa. Ja no grupo das Gram-
positivas essa camada de peptidoglicano esta intercalada com &cido teicdico e acido lipoteicdico
formando uma estrutura mais grossa (20-50 nm), localizada no lado periplasmatico da

membrana citoplasmaética (Radkov et al. 2018).
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Figura 1: Representac¢do de fatores de viruléncia de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

O éacido teicdico é um polimero que desempenha um papel importante na parede celular
de bactérias Gram-positivas. Eles estdo envolvidos em varios processos celulares como a

morfologia, divisdo celular e absorcao de nutrientes. Além disso, eles sdo importantes fatores de
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viruléncia e exercem papel relevante para a formacéo de biofilme e resisténcia antimicrobiana
(van der ES et al., 2018). Dependendo da ligacdo a parede celular, eles podem ser de dois
grupos: o acido lipoteicdico (LTA), ancorados aos lipidios da membrana citoplasmatica, e o
acido teicoico de parede (WTA), fortemente ligado as camadas de peptidoglicano (van der ES et
al. 2016; Rohde 2019).

Os LTAs estdo presentes em todas as espécies do grupo das Gram-positivas, exceto para
algumas cepas de Micrococcus ssp. J& os WTAs sdo encontrados principalmente em Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pneumoniae e Enterococcus spp.
(Rajagopal e Walker 2017). Dependendo da condigdo do meio, a sintese de LTA ou WTA pode
ser interrompida sem maiores complicacfes para a célula bacteriana, mas se a interrupcdo
ocorrer simultaneamente pode ser letal (Rohde 2019). Para S. aureus foi demonstrado que WTA
é essencial para a viruléncia e resisténcia bacteriana (B-lactdmicos), enquanto que o LTA é
relevante nos processos de viabilidade e diviséo celular (Rismondo et al. 2018). Um estudo, que
analisou acidos teicdicos modificados (sem d-alanina), demonstrou reducdo na colonizagéo e
adesdo de S. aureus Resistente a Meticilina (MRSA) e E. faecalis Resistente a Vancomicina
(VRE) em células do epitélio nasal (Naclerio et al. 2020). Esses dados sugerem que o LTA e 0
WTA sdo fundamentais para a formagdo do biofilme e podem desempenhar fungdes vitais
nesses patdgenos.

As bactérias Gram-negativas, por sua vez, apresentam um envelope celular constituida
por duas membranas, uma interna formada por uma bicamada fosfolipidica e outra externa
composta de Lipopolissacarideos (LPS), também conhecido como endotoxina (Szentirmai et al.
2020). A molécula de LPS apresenta uma estrutura tripartida formada por uma parte hidrofébica
conservada (lipidio A), um oligossacarideo central (nacleo) e um antigeno O (unidades
repetidas de oligossacarideos) sendo este Gltimo, uma estrutura varidvel e essencial para
viruléncia microbiana (Maldonado et al. 2016; Sweeney e Lowary 2019). As mudancas
fisiolégicas que ocorrem no antigeno O dos LPS em isolados de P. aeruginosa, por exemplo,
S&0 cruciais para evitar a detecgdo e promover o estabelecimento da infecgdo crénica (Mccarthy
etal. 2017).

Dentre os beneficios do LPS destaca-se a participacdo da integridade estrutural da
membrana externa e a formacdo de uma barreira contra a entrada de substancias toxicas (Auer e

Weibel 2017; Scala et al, 2020). Além disso, os LPS atuam na modulacdo da viruléncia,
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respostas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro, bem como na sepse bacteriana, que
representa um dos fatores de viruléncia mais importantes em bactérias Gram-negativas (Barakat
et al. 2019).

Na sepse bacteriana, o LPS é notadamente reconhecido como o mediador fundamental do
choque séptico. Ao entrar na célula do hospedeiro é reconhecido pelo receptor Toll-like4
(TLR4) e desencadeia uma cascata inflamatdria, responsavel pela agressiva patogénese da sepse
e do choque séptico (Martin e Bachman 2018). Em Gram-positivas 0s acidos teicdicos sdo 0s
principais responsaveis pelo choque séptico (Wilson et al. 2002). Ha quase trés décadas, foi
demonstrado que alguns antibiéticos podem contribuir com uma liberacdo extra de LPS durante
0 choque séptico provocado por Enterobacter cloacae (Crosby et al. 1994). Esses dados
continuam sendo valiosos, pois a prescricdo adequada de medicamentos é fundamental para o

sucesso dos tratamentos clinicos.

Caracteristicas Gerais das Toxinas

Entre os fatores de viruléncia descritos para bactérias se encontram algumas proteinas
secretadas no meio extracelular e algumas delas sdo conhecidas como toxinas, que sdo
moléculas proteicas e ndo proteicas produzidas para destruir ou danificar as células do
hospedeiro. Essas substancias modificam o ambiente da célula hospedeira e sdo responsaveis
por interacBes célula-bactérias. As toxinas sdo divididas em endotoxinas, como o LPS
produzido por bactérias Gram-negativas; e exotoxinas, que sdo polipetideos produzidos tanto
por bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas (Wu et al. 2008; Levinson 2010;
Szentirmai et al, 2020).

Existem outras toxinas proteicas com funcdo proteolitica, como as toxinas que sao
estdveis ao calor ou que modificam o exoesqueleto da célula hospedeira. As toxinas
proteoliticas, que decompdem proteinas especificas das células do hospedeiro, podem causar
paralisias (botulismo e tétano) e quebra da matriz celular propagando a infeccdo. A depender de
onde é liberada, essas substancias caracterizam manifestacfes clinicas da doenca, alterando a
liberacdo de neurotransmissores. Varias bactérias possuem esse tipo de toxina, com uma
variedade de atuacdo enzimatica (Wilson 2002; Otto 2015; Lahiani et al. 2017). A toxina do

tétano (TeNT), produzida pela bactéria Clostridium tetani, por exemplo, é extremamente
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potente e, sua acdo inibitdria de GABA ou de glicina dos interneurdnios da medula espinhal,
resulta em paralisia ou morte do hospedeiro (Pirazzini et al. 2016).

A toxina a (Hla) produzida por S. aureus, foi a primeira toxina bacteriana formadora de
poros a ser descrita. Essa toxina se liga @ membrana das células-alvo e interrompe processos
metabdlicos essenciais e, consequentemente, ocasiona a lise dos eritrocitos humanos (Lahiani et
al. 2017). Essa bactéria produz trés grupos de toxinas que prejudicam diretamente o hospedeiro:
toxinas que modificam a membrana (funcionando de forma mediada ou independente do
receptor), toxinas que interferem na funcéo do receptor (ndo danificam a membrana) e enzimas
secretadas que degradam as moléculas do hospedeiro ou afetam importantes mecanismos de
defesa do hospedeiro (Kong et al. 2016; Acosta et al. 2017).

Em Enterococcus spp. a citolisina foi um dos principais fatores de viruléncia descobertos.
Sua secrecdo danifica a membrana da célula hospedeira e facilita a infec¢do (Gao et al. 2018).
Trata-se de uma toxina proteica modificada que é secretada para o meio extracelular na forma
de duas subunidades estruturais (CylL-L e CylL-S). Os genes relacionados a produgdo da
citolisina cylLL, cylLS, cylM, cylB, cylA, cyll, cylR1 e cylR2, formam um operon que pode
estar localizado em regides de patogenicidade (Terra et al. 2018).

As bactérias Gram-negativas, por sua vez, apresentam como um dos seus principais
fatores de viruléncia os sistemas de secrecdo (T1SS a T6SS). (Economou et al. 2006; Dalbey e
Kuhn 2012). Enterobactérias sdo capazes de produzir esses sistemas como E. coli, que apresenta
T6SS subdividido em trés grupos: T6SS-1 a T6SS-3 (Russell et al., 2014). Enquanto Proteus
mirabilis é capaz de produzir os tipos I, Ill, 1V, V e VI, que fornecem cofatores e regulam o
metabolismo intracelular. A hemolisina sintetizada por essa espécie, aparenta ser um fator de
viruléncia significativo na patogénese dessa espécie, visto que cepas produtoras dessa toxina
sdo mais letais e toxicas para células do epitélio renal humano (Armbruster e Mobley 2012;
Armbruster et al. 2017).

Providencia spp. representam outros patdgenos humanos que produzem amplamente os
sistemas de secrecdo, como o tipo Il (T3SS), do qual proteinas (proteinas efetoras) podem
manipular a atividade da célula hospedeira e toxinas podem ocasionar lise celular (Galac e
Lazzaro 2012). Mais recentemente, Yuan et al. (2020) demostraram as espécies do género
Providencia como P. alcalifaciens, P. rettgeri e P. stuartii, podem adquirir genes por
Transferéncia Horizontal de Genes (THG) e transcrever os componentes de quase todos 0s
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sistemas de secrecdo (T1SS, T3SS, T4SS e T6SS). No entanto, destacam o tipo T4SS que, pode
transportar substratos nas células hospedeiras e favorecer a adaptacdo bacteriana, e o tipo T6SS
dividido em: T6SS-1, envolvido na formacdo de biofilme, T6SS-2 com a colonizacéo,
sobrevivéncia ou invasdo e T6SS-3 como antibacterianos.

Nas espécies de Pseudomonas varios fatores de viruléncia permite adesdo em superficies
de tecidos causando danos, facilitando sua disseminacdo e fornecimento de nutrientes e
aumentando sua taxa de sobrevivéncia (Santajit et al. 2019). Um desses fatores é a Exotoxina
A, que é o fator de viruléncia mais toxico da bactéria patogénica. O mecanismo de regulacao da
toxina € complexo e ndo totalmente compreendido até o momento. Diferentes estudos
estabeleceram uma relacdo entre a toxina e o metabolismo do ferro. A absorgéo eficiente de
ferro € um fator importante para a colonizacéo do hospedeiro (Michalska e Wolf 2015).

Apesar das endotoxinas serem essenciais para muitas espécies Gram-negativas, algumas
consegue sobreviver em sua auséncia, como € o caso da A. baumannii (Sperandeo et al. 2017).
Outro exemplo é K. pneumoniae, que embora a presenca do LPS contribua para o seu perfil de
viruléncia, outros fatores como a sintese de polissacarideo capsular também desempenham

importantes papeis na sua patogenicidade (Aytenfisu et al.2019).

Caracteristicas Gerais das Capsulas Bacterianas

As céapsulas, geralmente, sdo formadas por polissacarideos e revestem algumas espécies
de bactérias. Essas estruturas ndo sdo essenciais para a viabilidade celular, no entanto, micro-
organismos encapsulados podem causar infeccdes mais graves uma vez que reduzem a resposta
imune do hospedeiro. A protecdo propulsionada pelas cépsulas pode facilitar tanto a
disseminacdo de bactérias de um hospedeiro para outro quanto aumentar as complicacfes dos
quadros infecciosos (Singh et al. 2011; Champion et al. 2018).

As bactérias capsuladas sdo mais virulentas do que as ndo capsuladas e apresentam maior
capacidade de invadir os tecidos (Rendueles et al. 2018), uma vez que as cépsulas sdo
responsaveis por bloguear o componente 3 (C3) do sistema complemento interferindo, assim, na
resposta imune. As capsulas ao protegerem as células bacterianas das espécies reativas de
oxigénio geradas pelo hospedeiro e evitar a fagocitose por macréfagos, consequentemente,
impedem a acdo bactericida de peptideos antimicrobianos do hospedeiro. Dentre as diversas

vantagens que elas fornecem observa-se também a regulacdo negativa das citocinas pro-
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inflamatorias que, normalmente, atuam promovendo o processo inflamatorio e garantindo que
as reagdes ocorram e o0 agente invasor seja eliminado (Hiemstra et al. 2016; Rendueles et al.
2017).

Cepas de K. pneumoniae, por exemplo, que ndo possuem a capacidade de sintetizar a
capsula sdo bem menos virulentas do que as encapsuladas isogénicas em modelos de
camundongos. Além disso, as cepas hipervirulentas de K. pneumoniae produzem uma
hipercapsula, também conhecida como hipermucoviscosidade, que consiste em um revestimento
bacteriano de exopolissacarideo mucoviscoso mais robusto do que a capsula tipica. Esta
hipercapsula pode contribuir significativamente para a hiperviruléncia em K. pneumoniae
(Paczosa e Mecsas 2016).

Cépsulas também podem ser sintetizadas por bactérias Gram-positivas como ocorre em E.
faecalis. A biossintese do polissacarideo capsular dessa espécie é codificada pelo operon cps,
que inclui 11 genes, entretanto, apenas sete destes sdo essenciais para a producao de capsula
(cpsC, cpsD, cpsE, cpsG, cpsl, cps) e cpsK). Evidéncias genéticas prévias demonstraram que
isolados de E. faecalis podem ser classificados em 1 dos 3 polimorfismos do operon cps: CPS 1
apresenta apenas cpsA e cpsB, enquanto que o CPS 2 apresenta todos os 11 genes do operon
cps e CPS 5 apresenta todos os genes, exceto cpsF. CPS 2 e 5 expressam o polissacarideo
capsular, enquanto que CPS 1 ndo apresenta expressdo. A presenca de capsula tem sido
associada a linhagens patogénicas de E. faecalis isolados de pacientes hospitalizados (Saffari et
al. 2017).

Os polissacarideos capsulares também sdo produzidos por cepas de Streptococcus
pneumoniae, em que a capsula representa o seu principal fator de viruléncia (Kallin 1998).
Outro exemplo de Gram-positivos encapsulados sdo os sorotipos CP5 e CP8 de S. aureus, que
sdo os mais frequentes e codificados por genes cromossomicos (Singh 2011; Acosta et al.
2017). As capsulas tém se mostrado um importante fator de viruléncia e podem ser investigadas
como um alvo para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas, assim como 0s ions

metalicos que podem atuar como substancias necessarias para o metabolismo bacteriano.

Capacidade de absorc¢ao de ions metalicos
Alguns metais como o Cobre (Cu), Ferro (Fe) e o Zinco (Zn) atuam como micronutrientes

fundamentais para inimeros sistemas bioldgicos, possuindo importancia inquestionavel para
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sobrevivéncia de varios organismos, incluindo os patdgenos bacterianos. A absor¢do de ions
metalicos como o Fe™ e 0 Zn" € vital para algumas bactérias, enquanto outros sdo citotéxicos
(Hg™ e Cu*) sendo absorvidos acidentalmente por esses micro-organismos (Prince e Boyd
2020).

A literatura revela que dependendo do ion metélico ou de sua concentragdo, varios
processos metabdlicos em bactérias podem ser inibidos ou estimulados. Isso indica a existéncia
de mecanismos de regulacdo homeostatica destes ions. Proteinas reguladoras dependentes de
metais (metalorreguladores) atuam mantendo a homeostase do metal, detectando a
biodisponibilidade dos ions metélicos, controlando a transcricdo dos genes envolvidos na
importagdo, armazenamento, distribuicdo e fluxo i6nico. Estes sensores interagem de forma
reversivel com um ou mais ions metéalicos, alterando a afinidade da proteina reguladora para
sequéncias especificas de DNA (Cotruvo e Stubbe 2012).

E importante ressaltar que, ao contrario de outros tipos de nutrientes essenciais, os fons
metalicos ndo sdo bioquimicamente sintetizados e ndo podem ser degradados, portanto, a
homeostase depende principalmente da modulacdo de transporte tanto para meio intracelular
quanto extracelular. Alguns desses ions, como o Fe®, sdo essenciais em quantidades
consideraveis para manter 0s inimeros processos bioguimicos das bactérias em perfeito
funcionamento, outros como 0 Zn* sdo necessarios apenas em pequenas quantidades (Gonzalez
et al. 2019). Quando presente em excesso em uma célula, o zinco tende a ocupar sitios de
ligacdo inespecificos, competir com outros metais essenciais ou interromper os sistemas de
transporte de elétrons e, consequentemente, interromper importantes vias metabdlicas e
celulares (Capdevila et al. 2016).

Nas bactérias, baixas quantidades de metais ativam as vias que estdo envolvidas na
importacdo e mobilizacdo, enquanto o excesso de metais induz efluxo e armazenamento
(Chandrangsu et al. 2017). Alguns trabalhos relatam que o0s hospedeiros de bactérias
patogénicas utilizam um mecanismo de controle conhecido como imunidade nutricional, essa
estratégia utiliza-se da privacdo de nutrientes ou intoxicacdo por metais para combater tal
agente patogénico (Henningar e McClung 2016; Vaidya et al. 2018). Kaur et al. (2020)
observaram que A. baumannii apresenta um sistema especializado para manutencdo das
concentragdes dos metais em condicdes fisiopatologicas, sendo capaz de driblar uma eventual

imunidade nutricional do hospedeiro. Esse sistema é composto pela proteina Multicopper
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Oxidase (MCOs) que, segundo 0s autores, consiste em importante componente da maquina de
homeostase de ions metalicos nessa bactéria.

Rizvi et al. (2020) mostram que bactérias como P. aeruginosa e Bacillus subtilis sdo
eficientes na remocao de alguns ions metalicos. Enquanto, Fathollahi et al. (2021) demostram
que concentracOes elevadas de metais interferem no metabolismo bacteriano reduzindo o
potencial de biossorcdo. Assim, esses estudos demostram que € crucial o equilibrio
homeostatico, pois a frequente exposi¢cdo a metais indesejaveis resulta no desenvolvimento de

alternativas de sobrevivéncia como a producdo de biofilme (Araujo et al. 2019).

Fimbriais adesinas

Os fatores de viruléncia presentes nas superficies de bactérias patogénicas, incluindo os
diferentes tipos de proteinas filamentosas denominadas adesinas fimbriais, podem promover a
adesdo celular e o desenvolvimento do biofilme. Geralmente, as fimbrias se diferenciam dos
flagelos pelo tamanho e didmetro, além disso, ndo sdo responsaveis pela mobilidade da célula
bacteriana. EXxistem uma variedade de fimbrias, especialmente nas bactérias Gram-negativas,
que interagem com receptores especificos presentes nas superficies inertes e nas células do
hospedeiro (Zamani e Salehzadeh 2018).

Dentre a variedade de fimbrias responsaveis pela adesao bacteriana se destacam as do tipo
1, que podem reconhecer receptores glicoproteicos que contém residuos de manose. Essas sdo
heteropolimeros formadas pela subunidade principal FimA e trés subunidades auxiliares: FimF,
FimG e FimH. Outras adesinas fimbriais comuns séo as do tipo P, que se ligam a receptores
glicolipidos e apresentam como componente principal o PapA, subunidades adaptadoras e PapG
terminal. Além dessas, também se destacam as do tipo 3, que se ligam ao substrato alvo usando
a subunidade MrkD associada a haste fimbrial que constitui a proteina MrkA (Zamani e
Salehzadeh 2018; Alkhudhairya et al. 2019). Em vaérias espécies da familia Enterobacteriaceae
sdo identificados genes codificadores de fimbrias, bem como em bactérias de outras familias,
como é o caso de A. baumannii (Tavakol et al. 2018) e Pseudomonas aeruginosa, que sintetiza
os pili do tipo IV para auxiliar na adesdo a superficie (Laverty et al. 2014).

As fimbrias do tipo 1 sdo amplamente identificadas em cepas Escherichia coli
Uropatogénica (UPEC), sendo um dos fatores de viruléncia relevantes na adesdo desses
patdgenos no trato urinario (Zamani e Salehzadeh 2018). Essas fimbrias também séo
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identificados em outras enterobactérias como Samonella spp., Klebsiella spp., Enterobacter ssp.
entre outras (Zeiner et al. 2012; Melo et al. 2014; Azevedo et al. 2018). Da mesma forma, as
fimbrias do tipo 3 sdo encontradas em bactérias desta familia como, por exemplo, Citrobacter
spp e Proteus spp (Ong et al. 2010, Armbruster et al. 2017).

Hancock et at. (2011) ao investigarem a formagdo de biofilme de E. coli e de K.
pneumoniae observaram que o biofilme de uma determinada espécie é dependente da condicao
experimental. Além disso, ressaltaram que para a formacdo de biofilme é essencial o equilibrio
de fatores genéticos como a expressao de fimbrias e fatores bioquimicos como a disponibilidade
de nutrientes, as caracteristicas da superficie aderente e do meio de crescimento.
Posteriormente, foi demonstrado que a interacdo desses patégenos com células hospedeiras €
mediada pela expressdo de multiplas fimbrias (Alcantar-Curiel et al. 2013; lzquierdo et al.
2014).

As bactérias que, normalmente, causam infec¢Ges do trato urinario como P. mirabilis e E.
coli, sdo capazes de se aderir as células da mucosa urinaria por expressar diferentes tipos de
fimbrias durante o processo infeccioso. Esses micro-organismos resistem as forcgas
hidrodinamicas, derivadas do efeito de urinar, por se aderir fortemente ao tecido epitelial
da bexiga (Armbruster e Mobley 2012; Cordeiro et al. 2016). A aderéncia de P. mirabilis em
superficies bioticas e abiodticas pode ser mediada pela expressdo de 17 fimbrias distintas,
especialmente, as fimbrias do tipo MR/P (Armbruster et al. 2017). Os estudos sobre os fatores
que contribuem para a formacao de biofilme sdo relevantes, uma vez que podem ser descobertos
novos alvos e desenvolvidas novas estratégias terapéuticas como farmacos antiadesivos
(Krammer et al. 2018).

Biofilme

O biofilme se inicia pela adesdo microbiana a uma superficie, onde ocorre proliferacdo e
formacdo de uma comunidade (Tretin et al. 2013). Estes, em estagios iniciais e de maturacao
sdo regulados por sinalizagcdes quimicas denominadas Quorum-Sensing (QS). Essa regulagéo
leva a uma mudanca geral na expressdo génica, aumentando a viruléncia, acelerando o ganho de
resisténcia a antimicrobianos, permitindo que 0s micro-organismos tenham uma resposta

unificada, facilitando a disseminacdo de mutacdes benéficas e melhorando o0 acesso a nutrientes.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
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Desse modo, o biofilme favorece adaptacdo a mudancas ambientais adversas (Verderosa al.
2019; Gebreyohannes et al. 2019).

A maior parte do biofilme é composta por exopolissacarideos (EPS), mas também contém
agua, lipideos, acido nucleico e proteinas extracelulares, formando uma arquitetura porosa e
com canais que permitem a passagem de nutrientes. A formacéao de biofilme depende de vérias
condi¢cbes como os tipos de micro-organismos envolvidos, as superficies de adesdo, pH e
temperatura. Alem disso, pode ser influenciada por varios processos como, por exemplo,
estresse causado por ambientes desfavoraveis (Flemming et al. 2016; Gebreyohannes et al.
2019; Vestby et al. 2020).
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Figura 2. Imagens esquemdticas e de microscopia de varredura das fases de formacdo do biofilme. 1: Células
bacterianas na forma livre ou dispersas do biofilme; 2 e 3: bactérias na fase inicial de adesdo e no estagio
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Dentre os patogenos formadores de biofilme mais comumente associados a infecgdes
humanas encontra-se K. pneumoniae, que pode produzir uma camada espessa de biofilme e,
comumente, expressa fimbrias tipo 1 e tipo 3, além de capsulas que facilitam a aderéncia as
células epiteliais e imunes, bem como a superficies inanimadas (Alcantar-Curiel et al. 2013;

Bandeira et al. 2017; Piperaki et al. 2017). Outro exemplo é P. aeruginosa, capaz de se aderir a
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equipamentos médicos e tecidos hospedeiros utilizando de flagelos, pili e fimbrias, que
contribuem para sua adesdo inicial e perpetuacdo (Pinto 2011; Laila e Santos 2016). A.
baumannii também se destacam na formacéo de biofilme, utilizando uma série de fatores fisico-
quimicos e genéticos e persistindo em ambientes desfavoraveis (Lemos et al. 2013; McConnell
et al. 2012).

Além destes patogenos, Providencia stuartii é capaz de se aderir e invadir células
epiteliais de forma eficaz de acordo com seu estagio de crescimento (Kurmasheva et al. 2018).
Entretanto, poucos estudos associam algum mecanismo envolvido com desenvolvimento do
biofilme nessa espécie (El-Khatib et al. 2017; El-Khatib et al. 2018). J4 em E. cloacae e a E.
hormoaechei, o biofilme é um fator de viruléncia que merece destaque, especialmente, em
pacientes hospitalizados, que fazem uso de dispositivos clinicos. Sua formacdo pode ser
desencadeada por flagelos, genes codificadores de adesinas do tipo 1 e tipo 3, que
desempenham um papel chave na adeséo bacteriana e formagéo de biofilme (Davin-Regli et al.
2019).

Quanto aos patdgenos Gram-positivos, S. aureus € uma das bactérias formadoras de
biofilme mais comuns em infec¢bes hospitalares. O desenvolvimento do seu biofilme ocorre em
varias fases e sua adesdo inicial depende de moléculas da sua superficie como a mureina
hidrolase AtlA, proteinas de ligacdo a fibronectina e &cidos teicdicos (Gebreyohannes et al.,
2019). E. faecium é a segunda espécie do género mais frequente e é considerada um dos
patogenos prioritarios. Além de fatores externo, a formacéo de biofilme possui varios genes e
proteinas envolvidos na sua formacdo, que participam desde a adesdo inicial como EbpABC,
Esp, BepA e proteinas do grupo PTS, bem como, o gene AtlA, que tem papel fundamental na
sua maturacdo (Gao et al. 2018; Ch’ng et al. 2019).

A maioria dos micro-organismos na natureza vivem na forma de biofilmes representando,
assim, um desafio consideravel para as equipes médicas. O principal desafio consiste na elevada
tolerancia as respostas imunolégicas do hospedeiro e consequente aumento da morbidade e
mortalidade em ambientes hospitalares (Tretin et al. 2013; Rumbaugh e Sauer 2020). Os
biofilmes sdo varidveis entre as diferentes espécies, envolvendo uma série de fatores internos e
externos. Portanto, ¢ fundamental o conhecimento de sua dindmica de formacdo, para o
desenvolvimento de estratégias de controle e de novos alvos terapéuticos (Verderosa et al. Lima
et al. 2020).
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Concluséo

As bactérias patogénicas representam um grave problema de sadde publica, devido aos
diferentes fatores de patogenicidade e viruléncia. O conjunto de informacdes apresentadas pelo
presente estudo revela a crescente capacidade de adaptacdo dessas espécies e a problematica do
tratamento e controle das mesmas. A compreensao da dindmica de viruléncia desses patdgenos
é importante para ajudar nas estratégias de monitoramento, combate e prevencdo no ambiente

hospitalar e na comunidade.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, os isolados de P. stuartii avaliados apresentaram resisténcia para a maioria
dos antimicrobianos especialmente aos betalactamicos, possivelmente, devido a
presenca dos aac(6 ')-1b-cr e blakec, sendo assim menos eficazes para o tratamento de
infeccbes causadas por esta espécie. Mas de modo geral, os isolados apresentaram
menor resisténcia a amicacina e aztreonam, podendo estes serem uma opcdo de
tratamento.

Os resultados demonstram algumas especificidades de P. stuartii quanto ao seu
potencial de formacdo de biofilme. A superficie celular hidrofilica desta bactéria indica
que pode ocorrer a interagdo com a superficie abidtica investigada e, consequentemente,
pode facilitar a interacdo célula-célula. Além disso, outros tipos de adesinas fimbriais
ainda nao relatadas na literatura podem estar relacionadas a sua formacéo de biofilme.
Os trabalhos de revisdo desta tese também demonstram que bactérias patogénicas
utilizam uma diversidade de fatores de viruléncia revelando, assim, a problematica dos
tratamentos clinicos e a necessidade de estratégias eficazes de monitoramento e

prevencao.
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