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RESUMO

Os integrons sdo elementos genéticos que incorporam cassetes génicos,
convertendo-os em genes funcionais. Esses elementos tém se destacado como um
importante reservatdrio de genes de resisténcia a antimicrobianos. No entanto, a alta
diversidade desses genes, sugere que o0 sistema integron cassete também desempenha
um papel importante na adaptacdo das bactérias. Este estudo investigou a frequéncia de
integron classe 1 e a diversidade de cassetes génicos em duas populagGes distintas de
Escherichia coli, de criancas sadias da Amazonia e de mulheres com ITU e em amostras
de sedimento do Corrego da Mina, contaminado por arsénio, colhidas nas estacdes seca
e chuvosa. A maioria dos isolados de E. coli de mulheres com ITU abrigou os genes
intl1(68%) e cassetes génicos (47,6%) ao contrario dos isolados de criancas sadias
(12% e 12%, respectivamente). A maioria dos cassetes génicos presentes nos isolados
de E. coli sdo determinantes de resisténcia a aminoglicosideos (aadA5, aadA22 e
aadAl) e, em menor frequéncia, determinantes de resisténcia a trimetoprim (dfrl, dfr17
e dfrAl17). O grupo filogenético de E. coli mais representativo, dentre os isolados de
mulheres com ITU, foi o grupo B2, e dentre os isolados de criangas sadias, o grupo A. A
concentracdo inibitéria minima revelou que os isolados de mulheres com ITU
apresentaram uma maior frequéncia de resisténcia em relacdo aos isolados de criancgas
sadias. Além disso, a multirresisténcia ocorreu em todos os isolados de mulheres com
ITU e em 52,4% dos isolados de criancas sadias. A investigacdo das amostras de
sedimento do Corrego da Mina revelou uma diversidade de ORFs dos cassetes génicos
ndo relacionadas a resisténcia antimicrobiana, sendo que a maioria delas ndo apresentou
homologia com sequéncias contidas no banco de dados, sugerindo que as comunidades
bacterianas de ambientes naturais apresentam uma gama de ORFs ainda nao
caracterizadas. Os resultados obtidos pela técnica de PCR quantitativa indicou que a
frequéncia de bactérias que abrigam o gene intl1 foi quase cinco vezes maior na amostra
de sedimento coletada na estacdo seca em comparacdo com a amostra coletada na
estacdo chuvosa. Portanto, os dados deste estudo sugerem que o sistema integron

cassete esta presente nos ambientes clinico e natural.



ABSTRACT

Integrons are genetic elements that incorporate gene cassettes, converting them
into functional genes. These elements have been highlighted as an important reservoir
of antimicrobial resistance genes. However, the high diversity of these genes suggests
that the integron cassette system also plays an important role in the adaptation of the
bacteria. This study investigated the frequency of class 1 integron and diversity of gene
cassettes into two distinct populations of Escherichia coli from healthy children of the
Amazon and women with UTIl - women with urinary tract infection and stream
sediment samples from the stream Mina, contaminated by arsenic collected during dry
and rainy seasons. Most women with UTI E. coli isolates harbored intl 1 genes (67%)
and gene cassettes (38%) unlike isolates from healthy children (12% and 12%,
respectively). Most gene cassettes found in E. coli isolates are determinants of
resistance to aminoglycosides (aadA5, aadA22 and aadAl) and to a lesser frequency,
determinants of trimethoprim resistance (dfrl, dfrl7 and dfrAl7). The most
representative E. coli phylogenetic group among clinical isolates was group B2, while
group A was more represented among the healthy children isolates. The minimum
inhibitory concentration assay revealed that frequency of resistance was higher among
women with UT]I isolates than healthy children isolates. Moreover, multidrug resistance
occurred in all women with UT]I isolates but in 52,4% the healthy children isolates. The
investigation of the sediment samples from the Mina stream revealed a diversity of
ORFs of gene cassettes that were not related to antimicrobial resistance and that, in its
majority, did not have homology to database sequences. This suggests that bacterial
communities in natural environments show a range of ORFs not yet characterized.
Quantitative PCR indicated that the frequency of bacteria harboring the intl1 gene was
almost five times greater in the dry season samples than those collected in the rainy
season. Therefore, data from this study suggest that integrons are widespread in both

clinical and natural environments.
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1.1 Justificativa

As bactérias sdo componentes essenciais da biota da Terra, pois participam de
processos ecoldgicos fundamentais na manutencdo dos ecossistemas (Rossello-Mora e
Amann, 2001; Torsvik et al., 2002; Schleifer, 2004). Esses micro-organismos estdo
amplamente distribuidos pelos mais diversos habitats do planeta: &gua, solo, ar e seres
Vvivos, incluindo o homem (Bryson & Szybalski, 1952; Lawrence, 1999; Fry, 2000).

As bactérias apresentam uma grande variabilidade genética e um alto grau de
diversidade funcional, o que lhes permite responder rapidamente as mudancas
ambientais. A pressdo seletiva exercida pelos agentes antimicrobianos e pelo proprio
ambiente favorece a evolugdo do genoma e a selegdo dos micro-organismos resistentes a
esses agentes (Kolar et al., 2001; Tenaillon et al., 2001; Conly, 2002). Nas ultimas
décadas, a disseminacdo de bactérias multirresistentes Gram-negativas em nosocomiais
e outras comunidades, tornou-se um problema para a sadde publica (Jones, 2003).

As enterobactérias constituem 80% dos isolados de bastonetes Gram-negativos de
importancia médica e 50% das bactérias isoladas nos laboratorios de microbiologia.
Muitas espécies sao causadoras de infecgdes urinarias, intestinais e de feridas cirdrgicas,
abscessos, pneumonias, sepses e meningites (Farmer 111 et al., 2007). Escherichia coli
ocupa o segundo lugar, depois de Staphylococcus aureus, dentre as espécies mais
prevalentes em infeccdes hospitalares no mundo. Contudo, na América Latina, E. coli
ocupa o primeiro lugar na lista dos patdgenos mais frequentes em infeccdo hospitalar,
principalmente associada a infec¢do do trato urinario — ITU (Fedler et al., 2006). No
Brasil, este patdgeno é responsavel por 48% das ITUs; 11,2% das infeccdes da corrente

sanguinea e 7,2% das infeccdes de tecidos moles (Sader et al.,2001).



A ITU é um grave problema de saude que afeta milhGes de pessoas a cada ano,
sendo mais frequente em mulheres. Geralmente, essa infeccdo € causada por bactérias
Gram-negativas, sendo a E. coli uropatogénica (UPEC) a mais frequente, seguida por
Klebsiella pneumoniae. (Lina et al., 2007). Linhagens de bactérias patogénicas estdo
se tornando resistentes as terapias padrdo por meio de mutacéo e/ou aquisicao de genes
exdgenos de resisténcia. As bactérias sdo capazes de adquirir genes de resisténcia por
meio de conjugacao, transducdo ou transformacao (Schllter et al., 2007). A conjugacao
é 0 mecanismo mais frequentemente associado a transferéncia horizontal de genes. Esse
mecanismo ocorre em uma ampla variedade de géneros e espécies bacterianas. Neste
mecanismo, moléculas de DNA mobilizaveis podem ser transferidas de uma doadora
para uma celula receptora, através de contato celular (White et al., 2001).

Elementos genéticos mdveis, como plasmidios, transposons e 0 sistema integron
cassete, sdo vetores comuns e tém desempenhado papel importante na disseminacédo de
genes de resisténcia a antimicrobianos de E. coli e outras bactérias (Schliter et al.,
2007). Os integrons sao sistemas de expressdo génica que capturam ORFs, incorporadas
nos cassete génicos, convertendo-as em genes funcionais e tém sido encontrados tanto
em bactérias Gram-negativas principalmente, como em bactérias Gram-positivas
(Weldhagen, 2004). Integrons foram relatados primeiramente em isolados clinicos nos
anos 1980 e continuam a ser amplamente estudados, devido a sua associacdo com
elementos genéticos mdveis e disseminacdo de cassetes génicos de resisténcia a
antimicrobianos (Hall et al., 1999; Leverstein-van Hall et al., 2002). A presenca de
integrons multirresistentes em isolados clinicos de E. coli tem sido frequentemente
relatada. No entanto, existem poucos relatos sobre a presenca de integron cassete em

amostras de E. coli isoladas de criancas sadias (Vinué et al., 2008 ).



Diversos estudos relatam a ocorréncia e diversidade de integrons em amostras de
vérias fontes, incluindo fezes, carne e estagdo de tratamento de esgoto (Kang et al.,
2005; Sunde 2008; Ma et al., 2011). Portanto, os integrons ndo estdo limitados ao
ambiente clinico, sendo que cerca de 10% dos genomas bacterianos que tém sido
parcialmente ou completamente sequenciados, incluindo representantes de uma ampla
diversidade de filos e ambientes, apresentam este elemento genético (Boucher et al.,
2007).

Na ultima década, especial atencéo tem sido dada a integrons em ambientes naturais,
a fim de reunir informacdes sobre sua ecologia e diversidade e para compreender seu
papel na adaptacdo das bacterias (Guerin et al., 2009). Estudos de cassetes génicos
associados com integrons no ambiente indicam que a maior parte dos cassetes inclui
novas sequéncias ndo relacionadas com genes conhecidos de resisténcia aos
antimicrobianos (Stokes et al., 2001; Holmes et al., 2003). Poucos estudos investigaram
a diversidade dos cassetes génicos em areas contaminadas como rejeitos de minas e
residuos industriais (Nemergut et al., 2004; Koenig et al., 2009), enquanto nenhum

estudo relativo a dgua/sedimento contaminado por atividade mineradora foi encontrado.

1.2 Escherichia coli

E. coli é uma bactéria da familia Enterobacteriaceae que se caracteriza
morfologicamente como micro-organismo bacilar, Gram-negativo, anaerdbico
facultativo. E amplamente distribuida no ambiente, sendo componente da microbiota do
intestino dos animais de sangue quente, incluindo o homem (Drasar; Hill, 1974). De
acordo com critérios genéticos e clinicos, linhagens de E. coli podem ser classificadas

em trés grandes grupos: comensais, patogénicas intestinais e extra-intestinais (Smith et
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al., 2007). A E. coli denominada comensal € encontrada na camada de muco que cobre
as células epiteliais do trato intestinal de mamiferos (Sweeney et al., 1996; Kapper et
al., 2004), coexistindo normalmente com beneficios mituos. Raramente esta bactéria
causa doenca exceto em hospedeiros imunocomprometidos ou quando a barreira
gastrointestinal normal é violada. Amostras comensais de E. coli ndo possuem as
caracteristicas especializadas de viruléncia que sdo encontradas nas linhagens
patogénicas intestinas e extra-intestinais (Russo et al., 2000). Analises filogenéticas tém
mostrado que cepas deste agente podem ser classificadas dentro de quatro grupos
filogenéticos principais A, B1, B2 ou D. As linhagens desses quatro grupos diferem
entre si em algumas caracteristicas como habitat, temperatura ideal de crescimento e
perfil de resisténcia aos antimicrobianos (Gordon, 2004). O tamanho do genoma
também varia entre os grupos filogenéticos, sendo que as linhagens pertencentes aos
grupos B2 e D apresentam genoma maior que os grupos A e B1 (Bergthorsson et al.,
1998). As linhagens causadoras de infecgfes extra-intestinais geralmente pertencem ao
grupo B2, porém algumas podem ser classificadas no grupo D. Por outro lado, os
isolados comensais pertencem aos grupos A e B1 (Bigen et al., 1998; Clermont et al.,
2000; Johnson et al., 2000).

As amostras de E. coli patogénicas apresentam diversos patotipos, caracterizados
pela combinacdo de fatores de viruléncia adquiridos por mutacdo cromossdmica e/ou
por meio de elementos genéticos mdveis (Teng et al., 2004; Marrs et al., 2005). De
acordo com o0s genes de viruléncia, o patotipo diarreiogénico inclui E. coli
enteropatogénica (EPEC), E.coli enteroemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. colienteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC) (Teng et al., 2004; Vidal et al., 2005). Os patotipos

relacionados a infecgGes extra-intestinais foram denominados EXPEC sdo eles E. coli
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causadora de ITU denominada uropatogénica (UPEC) e a E. coli associada a
meningite/septicemia (MNEC). H& ainda uma classe de E. coli patogénica distinta, a E.
coli produtora de toxina Shiga (STEC) (Russo et al., 2000; Kaper et al., 2004, Luck et
al., 2005).

As infecgdes intraintestinais e extraintestinais causadas por este patdgeno sao
responsaveis pela morte de 2 milhdes de pessoas por ano (Kosek et al., 2003, Russo et
al., 2003). InfeccOes extraintestinais (IEI) sdo comuns em todas as faixas etarias e
podem envolver praticamente qualquer érgdo ou regido anatémica. As IEls causadas
frequentemente por E. coli sdo sepse e choque induzido por endotoxina, infec¢des do
trato urinario (ITU) e de feridas, pneumonia em pacientes imunossuprimidos
hospitalizados e meningite em neonatos (Kaper et al., 2004; Koneman et al., 2008).

A ITU ¢ a segunda infeccdo bacteriana mais frequente na pratica clinica e é
caracterizada pela presenca de um namero significativo de micro-organismos no sistema
urinario, detectada por meio de uma urocultura. Essa doenca ocorre em todo 0 mundo e
na maioria dos casos afeta individuos saudaveis. Ocorre em ambos 0s sexos, no entanto,
é mais comum em mulheres na faixa etaria de 18 a 24 anos (Marrs et al., 2005; Car,
2006). As ITUs podem comprometer somente a bexiga, o que especifica o diagnostico
de cistite, que pode ser sintomatica ou ndo, ou afetar os rins, o que leva a considera-la
pielonefrite (Lopes & Tavares, 2005).

As UPECs sdo responsaveis por 75-90% dos casos de ITU adquiridos na
comunidade e por cerca de 50% dos episddios de ITU hospitalar. As linhagens de
UPEC possuem uma grande variedade de fatores de viruléncia codificados por genes
especificos, que possibilitam a colonizacdo e posterior infec¢do do trato urinario. Entre
estes fatores de viruléncia estdo adesinas, invasinas, toxinas, sideréforos e evasinas

localizados em plasmidios ou ilhas de patogenicidade (Kaper et al., 2004;Marrs et al.,
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2005, Lina et al., 2007). Frequentemente, as linhagens de UPEC que colonizam o trato
urinario também podem ser isoladas a partir do trato intestinal do paciente, o que sugere
que elas podem ser provenientes da prépria microbiota intestinal do paciente (Russo et
al., 1995).

O tratamento empirico de pacientes com ITU é uma prética rotineira e a selecdo
dos antimicrobianos é geralmente baseada em dados de susceptibilidade bacteriana
relativa a comunidade dos mulheres com ITU, tais como aminoglicosideos, agentes
betalactamicos, sulfametoxazol-trimetropina, quinolonas e nitrofurantoina (Camargo et
al., 2002, Hillier et al., 2006).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos usados no tratamento dessas
infeccBes vem aumentando. Este fenGmeno tem sido observado em varios paises e esta
se tornando um problema cada vez mais grave, uma vez que limita o tratamento eficaz
das infeccOes bacterianas. Em geral, a resisténcia aos agentes antimicrobianos vem
sendo disseminada devido a pressdo seletiva causada pela frequente utilizagdo destes

agentes (Sahm et al., 2001; Hillier et al., 2007).

1.3 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um processo adaptativo que
garante a sobrevivéncia das bactérias resistentes quando ha pressdo de antimicrobianos.
Essa resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é natural e
evolutivamente conservada nos micro-organismos, resultante da genética, estrutura e
fisiologia do micro-organismo. No entanto, este tipo de resisténcia é rara e esta

associada apenas a alguns individuos da populacéo bacteriana. A resisténcia adquirida é
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resultado de mutacOes e transferéncia horizontal de genes. (Weston, 1996; Lorian,
2005).

Bactérias resistentes sdo encontradas em todos os ambientes e o aumento da
ocorréncia da resisténcia a antimicrobianos em bactérias provenientes de ambientes
naturais, como rios, lagos, sedimentos e solos, vem sendo documentada (Diaz-Cruz et
al; 2003; Schwartz et al; 2003, Lima-Bittencourt et al., 2007; Pontes et al., 2009). A
susceptibilidade a antimicrobianos varia consideravelmente tanto entre quanto dentre
diferentes grupos de micro-organismos (Weston, 1996). Desde a descoberta da
penicilina e sua disponibilidade para uso no inicio dos anos 1940, os antimicrobianos
vém sendo amplamente utilizados no tratamento de doengas infecciosas, nas medicinas
humana e veterinaria, na agricultura e pecuaria. Os agentes antimicrobianos utilizados
para o tratamento de infeccdes bacterianas podem ser classificados de acordo com o seu
mecanismo principal de acdo. Os principais mecanismos de acdo sdo: inibicdo da sintese
da parede celular, ligacdo a membrana citoplasmatica, inibicdo da sintese de acidos
nucleicos, inibicdo da traducdo e antagonismo metabdlico (Neu, 1992). A utilizacéo
constante e indiscriminada dos antimicrobianos, principalmente no ambiente clinico,
onde as bactérias patogénicas e comensais sdo desafiadas com elevadas concentracGes
dessas drogas, tem resultado na resisténcia aos antimicrobianos entre varios agentes
patogénicos e promoveu a disseminacao de linhagens bacterianas resistentes, reduzindo
as possibilidades para o tratamento de infec¢Ges (Who, 2000; Putman et al. 2000; Levy,
2002; O'Brien, 2002; Hancock, 2007). Com frequéncia bactérias utilizam mais de uma
estratégia para evitar a acdo dos antimicrobianos; assim, a acdo conjunta de multiplos
mecanismos pode produzir um acentuado aumento da resisténcia aos antimicrobianos
(Putman et al. 2000). Os mecanismos utilizados pelas bactérias para inativar os efeitos

dos antimicrobianos sdo alteracdo de permeabilidade da membrana, pela alteracdo no
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alvo onde atua o antimicrobiano, o que reduz a sua capacidade de ligacdo, modificacdo
ou inativagdo da droga por enzimas e bomba de efluxo e biofilmes (McManus, 1997;
White & Mcdermott, 2001). Sabe-se que bactérias em biofilmes sdo mais resistentes ao
tratamento com antimicrobianos que as células plancténicas correspondentes. Uma
possivel razdo para este aumento da resisténcia é a barreira de penetracdo que 0s
biofilmes podem apresentar aos antimicrobianos. Os biofilmes séo definidos como uma
matriz de biopolimeros da populacdo bacteriana aderente entre si e / ou a superficies
(Costerton et al., 1999). Devido a sua capacidade de sobreviver sob diversas condi¢fes
ambientais, a formacdo de biofilmes pode atuar também como um nicho de protecdo
para 0s agentes patogénicos no ambiente natural (Hall-Stoodley et al., 2005).

Estudos mostram que a microbiota comensal, especialmente, a microbiota intestinal,
tém um papel importante na resisténcia a antimicrobianos (Andremont, 2003). A alta
densidade de bactérias combinada a uma frequente exposicdo aos antimicrobianos
favorece a selecdo de bactérias resistentes na microbiota comensal (Tenaillon et al.,
2010). A emergéncia e disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos
tornaram-se um problema tanto hospitalar, como na comunidade e, vem se observando
que esse fendmeno é também um problema de ordem ecoldgica (Witte, 2000; Furuya et
al., 2006; Livermore, 2006; Rice, 2006).

A poluicdo causada pela acdo antrépica, por metais pesados e outras substancias
toxicas, favorecem a criacdo de ambientes naturais propicios ao estabelecimento de
bactérias resistentes a esses compostos (Bruins et al., 2000; Alonso et al., 2001; Okeke
& Edelman, 2001; Diaz-Cruz et al., 2003). A introducdo dos antimicrobianos, incluindo
0s metais, e de compostos tdxicos em ambientes naturais é resultado da combinacgédo de
diferentes fatores: producdo desses produtos em larga escala pelas industrias;

quantidade utilizada; frequéncia de liberacdo desses compostos em ecossistemas
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naturais, como solo, rios, lagos e oceanos, e a capacidade de absor¢do e decomposicao
metabdlica dos compostos nesses ambientes (Nwosu, 2001).

E importante ressaltar que alguns micro-organismos, como bactérias e fungos, sio
produtores naturais de antimicrobianos e que a maioria dos antimicrobianos utilizados
para tratar infec¢bes é produzida por eles no ambiente, o que significa que os genes de
resisténcia a antimicrobianos também surgem em habitats ndo clinicos (Alonso et al.,
2001). Além disso, em ambientes naturais, 0s genes de resisténcia a antimicrobianos
podem ter papéis metabdlicos que podem incluir a biossintese de macromoléculas e a
manutencdo da homeostase (Fajardo et al., 2009).

A disseminacdo de bactérias resistentes e de genes de resisténcia depende de
diferentes fatores, principalmente, a pressdo devido ao uso de antimicrobianos e a
transferéncia horizontal, na qual ha transferéncia de genes de resisténcia entre bacterias
por meio de mecanismos como conjugacéo, transformacéo e transducéo (Jernberg et al.,
2010). A transferéncia horizontal de genes é um processo amplamente disseminado
entre as bactérias e pode ocorrer entre linhagens de uma mesma espécie ou entre
diferentes espécies ou géneros bacterianos. Esse processo é fundamental para aquisicao
de material genético exdgeno e permite uma rapida adaptacdo do micro-organismo a
ambientes onde estejam presentes agentes antimicrobianos (McManus, 1997; Lawrence,
1999).

Os genes de resisténcia podem estar localizados no cromossomo ou em
elementos genéticos moveis como plasmidios e transposons. Associados a estes podem
estar os integrons, elementos capazes de capturar e expressar 0s cassetes génicos. Os
integrons abrigam a maioria de genes de resisténcia em elementos genéticos maveis,
plasmidios e transposons, permitindo a transferéncia da resisténcia entre as bactérias,

sendo importantes na transferéncia de genes de resisténcia de bactérias comensais para
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as patogénicas (Lévesque et al., 1995; Hall & Collis, 1998; Leverstein-van Hall, 2002;

Roe et al., 2003).

1.4 Sistema integron-cassete

A resisténcia a antimicrobianos é um problema mundial e o0s genes relacionados
a ela tém recebido consideravel atencdo. Muitos desses genes estdo associados com
elementos genéticos mdveis, permitindo a circulagdo entre e dentre estes replicons e sua
transferéncia entre as células, incluindo diferentes géneros. Genes que conferem
resisténcia a varias classes de antimicrobianos e desinfetantes sdo encontrados nos
integrons na forma de cassetes génicos (Weldhagen, 2004). Estes genes ndo possuem
todas as estruturas necessarias para o seu proprio funcionamento, portanto s seréo
expressos quando associados aos integrons, que sdo elementos capazes de capturar e
expressar esses genes. Os cassetes génicos nem sempre estdo inseridos no integron,
podendo ser encontrados como moléculas de DNA na forma livre circular (Stokes &
Hall, 1993; Hall & Collis, 1995).

Os integrons (Figura 1) sdo descritos como uma estrutura genética muito
eficiente, pela qual as bactérias podem adquirir genes de resisténcia (Hall & Collis,
1995). Eles possuem duas regides estratégicas localizadas na regido conservada 5° (5’
CS) capazes de mobilizar e inserir as ORFs (quadro de leitura aberta): gene int, que
codifica uma recombinase sitio-especifica, denominada integrase e a regido attl, sitio
onde ocorre a recombinacao, insercdo ou excisao dos cassetes génicos (Martinez-Freijo
et al., 1999). A expressao desses genes € dirigida por um promotor chamado P1 ou Py,
ou mais raramente por dois, P1 e P2, ambos localizados no 5’ CS do integron (Hanau-

Bercot et al., 2002).

17



5-CS !
P

GTTRRRY GTTRRRY

| inserted cassette |

| 5'-conserved segment l | 3'-conserved segment

int

Figura 1. Estrutura geral do integron (Lévesque et al., 1995).

A regido variavel dos integrons inclui uma ou mais ORFS, 0s cassetes génicos.
Eles sdo unidades compostas por uma ORF seguida de um sitio de recombinacéo, o
elemento 59-base, também chamado attC. A integrase catalisa a recombinacéo entre o
sitio attl e o sitio attC. Os cassetes génicos ndo possuem um promotor, portanto, 0s
integrons s@o essenciais para a transcricao desses genes (Carattoli, 2001). As sequéncias
de aminoé&cidos das integrases sdo usadas para a classificacdo dos integrons em cinco
classes denominadas: integrons de classe 1 (intll), classe 2 (intl2), classe 3 (intl3),
classe 4 (intl4) e classe 5 (intl5), sendo que os tipos mais relacionados com genes de
resisténcia sdo 0s integrons de classe 1, 2 e 3. (Fluitz & Schmitz, 2004). A maioria dos
integrons descritos até agora sdo de classe 1 e a maioria destes apresenta na regido
conservada 3'CS um gene de resisténcia a compostos de aménio quaternario (qacEAI) e
um gene de resisténcia a sulfonamida (sull) (Partridge et al. , 2009; Saenz et al., 2004).
Mais de 130 cassetes diferentes ja foram identificados em integrons de classe 1,
enquanto que nos de classe 2 s6 foram identificados seis cassetes de resisténcia (Mazel,
2006; Yang et al., 2009, Cambray et al., 2010). Cassetes que conferem resisténcia a
aminoglicosidios e trimetoprim sdo frequentemente encontrados nos integrons de classe
1 de isolados clinicos e ambientais (Fluitz & Schmitz, 1999; White et al., 2001;

Cambray et al., 2010).

18



Vérias caracteristicas influenciam a expressdo génica dos cassetes como
tamanho do promotor, nUmero de cdpias dos cassetes, distancia relativa do gene ao
promotor e presenca de promotores adicionais. A expressao pode ser aumentada se um
segundo promotor é incluido préximo ao primeiro ou se 0 cassete esta presente em
multiplas cépias. Os genes que se encontram proximos ao promotor tendem a ser
expressos com maior eficacia do que aqueles que estdo localizados distantes do
promotor, apresentando maior efeito na resisténcia da bactéria ao antimicrobiano (Collis
& Hall, 1995; Weldhagen, 2004).

Integrons constituem uma classe importante de elementos genéticos devido a sua
capacidade de adquirir genes de resisténicia a diversos antimicrobianos e dissemina-los
entre as bactérias (Carattoli, 2003; Mazel, 2006; Boucher et al., 2007). Ao longo dos
altimos anos, a analise de muitos genes de resisténcia a antimicrobianos identificados
em isolados clinicos, humanos e animais, de bactérias Gram-negativas, principalmente
Enterobacteriaceae, revelou a importancia de integrons na disseminacdo de genes de
resisténcia entre bactérias de diferentes origens geogréaficas (Carattoli, 2001; Roe et al.,
2003).

Os integrons sdo encontrados com maior frequéncia em isolados clinicos.
Entretanto, estes isolados tem sido encontrados em ambientes aquaticos, solo e
sedimento, o que reflete a sua disseminacdo (Baquero et al., 2008; Binh et al., 2009;
Rosewarne et al., 2010). O papel do ambiente na disseminacdo de bactérias resistentes
ainda ndo é bem compreendido. Estudos recentes vém sendo realizados para avaliar o
impacto da utilizacdo dos antimicrobianos e a diversidade dos genes de resisténcia a
essas drogas em populacdes bacterianas de ambientes naturais (Nascimento et al., 1999;

Baquero et al., 2008; Koczura et al., 2011).
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Além de genes que conferem resisténcia a antimicrobianos, os integrons em
ambientes naturais podem expressar genes relacionados a adaptacdo das bactérias a
diferentes pressdes ambientais (Elsaied et al., 2007; Robinson et al., 2007; Koening et
al., 2009). Um unico integron pode conter diversos genes de adaptacdo que podem ser
mobilizados, reorganizados e disseminados entre as bactérias. Como consequéncia, 0S
integrons desempenham um papel importante na evolugcdo do genoma bacteriano e na
adaptacdo dos micro-organismos as pressdes do ambiente (Holmes et al., 2003).

A poluicdo causada pela acdo antrdpica, por metais pesados, pesticidas,
medicamentos e outras substancias toxicas, vem contribuindo significantemente para o
aumento da resisténcia a esses compostos em bactérias de ambientes naturais (Bruins et
al., 2000; McArthur & Tuckfield, 2000; Alonso et al., 2001; Diaz-Cruz et al., 2003).
Dentre as principais acgdes antropicas que leva a contaminagdo de ecossistemas

aquaticos esta a mineracdo (Kopezinski, 2000).

1.5 Mineracao no Quadrilatero Ferrifero

O Quadrilatero Ferrifero (QF) é o principal produtor de minério de ferro do
Brasil e uma das mais importantes regiGes de mineracdo do mundo (Spier et al., 2003).
A producéo de ouro, que se iniciou ha 300 anos, tornou essa regido internacionalmente
conhecida como pioneira na producdo de ouro no século XVIII e, posteriormente, como
produtora de minérios de ferro, manganés e pedras preciosas. No entanto, a exploracao
aurifera historica desta regido provocou a liberacdo de, pelo menos, 390.000 t de As nos
rios do QF (Borba et al., 2000).

As fontes de contaminacdo de As podem ser naturais ou antrépicas. As fontes

naturais de As sdo provenientes de minerais e rochas que contém As e 0s solos e
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sedimentos formados a partir destas rochas; a atividade geotermal e vulcénica. Dentre as
rochas que contém As, destacam-se aquelas que possuem mineralizacOes sulfetadas. As
fontes de As antrdpicas incluem: atividades relacionadas a preservacdo de madeiras, a
utilizacdo agricola (pesticidas, herbicidas, inseticidas, desfolhantes), rejeitos
provenientes da mineragéo e das atividades de refino de metais néo ferrosos e da queima
de carvao rico em As (Thornton & Farago, 1997; USEPA, 2000).

No QF, as principais fontes naturais de As estdo relacionadas as rochas que
hospedam depositos auriferos sulfetados e as fontes antropicas de As sdo as pilhas de
rejeito, solos e sedimentos contaminados. (Borba et al., 2004). Nos sedimentos e nas
aguas superficiais dos rios e corregos do QF, os maiores teores de As estdo localizados
nas proximidades das mineralizacdes auriferas, onde as concentracfes de As podem
alcancar até 4500 mg/kg nos sedimentos e 350 pg/L na agua (Borba et al., 2003). O As
se apresenta como o maior problema ambiental, ndo s pela elevada toxidade, mas
também pelas altas concentragdes que se encontram em aguas e sedimentos dos rios da

regido (Eleutério, 1997; Costa, 2006).
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2- ODbjetivos
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2.1 — Objetivo Geral

Identificar e analisar 0s genes de resisténcia presentes em sistemas integron
cassete de duas populagdes distintas de Escherichia coli, de criancas sadias e de
mulheres com infeccdo do trato urinario, recuperadas em diferentes tempos, espacos
geograficos. Além disso, identificar e comparar a diversidade de cassetes génicos
presentes em amostras de sedimento do Corrego da Mina, historicamente impactado por

atividade mineradora.

2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 — Capitulo I: Pesquisa de integron cassete em isolados de E. coli

recuperados de fezes de criancas sadias e de urina de mulheres com infeccéo do

trato urinario

e Investigar a frequéncia do gene intl 1 e a diversidade de cassetes génicos nos
isolados de E. coli.

e Comparar a diversidade de cassetes génicos encontrados nos isolados de E. coli
de criancas sadias e de mulheres com infeccédo do trato urinario.

e Relacionar a presenca destes cassetes génicos a resisténcia fenotipica aos
antimicrobianos testados.

e Determinar os grupos filogenéticos de E. coli nos isolados bacterianos.
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2.2.2 — Capitulo Il: Pesquisa de integron cassete em sedimento do Corrégo
da Mina contaminado por arsénio

Investigar e comparar a diversidade de sequéncias dos cassetes génicos presentes
nas amostras de sedimento do Corrego da Mina colhidas nas estacdes seca e
chuvosa.

Determinar, por meio de g-PCR, a abundancia absoluta do gene da integrase

classe 1 intl1 presente nas amostras de sedimento do Corrego da Mina.
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3 - Capitulo I: Pesquisa de integron cassete em
Isolados de E.coli recuperadas de fezes de
criancas sadias e de urina de mulheres com

infeccdo do trato urinario
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3.1 - Material e Métodos

3.1.1 - Isolados bacterianos

Um total de 84 isolados de Escherichia coli foram incluidos neste estudo. Deste
total, 42 isolados bacterianos sdo provenientes de fezes de criangas sadias de trés
comunidades de seringueiros da Amazonia, onde havia pouca ou nenhuma utilizacéo de
antimicrobianos, colhidas em 1978 (Nascimento et al., 1999) e 42 isolados de E. coli
resistentes a quinolonas recuperados em 2009 da urina de mulheres com diagnostico
clinico e laboratorial de infeccdo do trato urindrio adquirida na comunidade
(gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Regina Maria Nardi Drummond e pela Profa.
MSc. Magna Cristina de Paiva). Os procedimentos de isolamento, identificacdo e a
determinacdo da resisténcia as quinolonas foram realizados no Laboratério Patologia
Clinica Geraldo Lustosa (Paiva et al., 2012). Como controle positivo do gene intl foi
utilizada a E. coli BH100, portadora do cassete génico aadA, da colecdo do Laboratério

de Genética de Micro-organismos da UFMG.

3.1.2 - Pesquisa do gene intl nos isolados de E. coli

A amplificacdo do gene intll dos isolados de E. coli foi realizada utilizando
os iniciadores Intll_F e Intll_ R e as condi¢cdes para a amplificacdo descritas por
Lévesque e colaboradores (1993) (Tabela 1). A mistura para a reacdo da PCR (20 pL)
consistiu de 50 ng de DNA molde, tampdo para PCR, 0,5 uM de cada um dos
iniciadores, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP e 1 U de Taq polimerase (Fermentas Life

Sciences, Canada). Posteriormente a reacdo de PCR, 4 uL das amostras foram aplicadas
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em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio na concentragdo de 5 mg/mL, e
submetidas a eletroforese em uma tensdo de 90 volts em 30cm, com tampdo TAE 1X.
As bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) e fotodocumentadas. Como
controle negativo foi usado somente a mistura para PCR, como controle positivo foi
usado a E. coli BH100 e como marcador de peso molecular (MM) o 1 Kb plus

(Invitrogen, EUA).

Tabela 1. Iniciadores e programa utilizados para amplificacdo do gene intl dos isolados
de E. coli

Iniciadores Sequéncia (5’-3°) Amplicon (pb)
Intll_F CCTCCCGCACGATGATC 280
Intll_ R TCCACGCATCGTCAGGC

Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Desnaturacao inicial 95 3 min
2. Desnaturacao 95 1 min
3. Anelamento 59 50s
4. Extensdo 72 1 min
5. Extensdo final 72 10 min

Foram realizados 30 ciclos das etapas de 2 a 4.

3.1.3 - Pesquisa e sequenciamento dos cassetes génicos dos isolados de E. coli

Os cassetes génicos dos isolados de E. coli foram amplificados utilizando os
iniciadores INF e INB (Lévesque et al., 1993) e o programa descrito na Tabela 2. A
mistura para a reacdo da PCR (20 pL) continha entre 50 e 150 ng de DNA molde,
gelatina 0,001%, 2 mM de MgCl,, tampdo para PCR, 0,2 mM de dNTP, 0,5uM de cada
um dos iniciadores e 1 U de Taq polimerase (Fermentas Life Sciences, Canada).
Posteriormente a reacdo de PCR, 4 pL das amostras foram aplicadas em gel de agarose
1,5%, conforme descrito no item 3.1.2. A purificacdo dos produtos da PCR foi realizada
por reacdo de precipitacdo com solucdo polietilenoglicol e NaCl 2,5 M. As reacdes de

sequenciamento dos cassete génicos foram realizadas com os iniciadores INF e INB
27



(Tabela 2). A mistura para a reagdo continha entre 50 e 200 ng de produto de PCR, Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit e 0,5 uM dos iniciadores, separadamente,
resultando em um volume total de 10 pL. A reacdo de sequenciamento foi conduzida
em termociclador (Eppendorf) com um ciclo inicial de 95°C por 2 segundos; 35 ciclos
de 95°C por 25 segundos, 55°C por 15 segundos e 60°C por 3 minutos. As sequéncias
parciais foram checadas para a qualidade, alinhadas e editadas para a produgéo de um
consenso usando o Phred v.0.020425 (Erwing & Green, 1998), Phrap v.0.990319
(Green, 1994) e Consed 12.0 (Gordon et al., 1998). As sequéncias obtidas foram
comparadas com o0 banco de dados, segdo “outros”, usando as ferramentas de pesquisa

do GenBank BLASTN.

Tabela 2. Iniciadores e programa usados na amplificacdo dos cassetes génicos dos isolados
de E. coli

Iniciadores Sequéncia (5’-3°) Amplicon (pb)

INF GGC ATCCAAGCAGCAAG variavel
INB AAGCAGACTTGACCTGA

Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Desnaturacao inicial 95 15 min
2. Desnaturacao 94 1 min
3. Anelamento 55a 47 30s
4. Extensao 72 3 min
5. Extenséo final 72 10 min

Cada ciclo foi composto das etapas 2 a 4. Cada ciclo foi repetido uma vez e a
temperatura de anelamento diminuia 1°C a cada ciclo. Quando atingiu a temperatura de
47° C o ciclo foi repetido por 11 vezes.

3.1.4 — Caracterizacao dos isolados de E. coli em grupos filogenéticos

Os 84 isolados de E. coli foram classificados em grupos filogenéticos
empregando-se a técnica de PCR triplex, desenvolvida por Clermont et al. (2000), que
se baseia na presenca ou auséncia de dois genes (chuA e yjaA) e um fragmento de DNA

andnimo (TSPE4.C2) (Tabela 3). O agrupamento filogenético pode também ser
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realizado com auxilio de enzimas multilocus ou por ribotipagem. Porém, estas técnicas
sdo complexas e laboriosas. Com isso, a filogenia por meio de PCR utilizando trés
primers propostos por Clermont et al. (2000) é um método mais rapido e simples para
classificagdo dos isolados de E. coli, nos diferentes grupos. A amplificacdo dos genes
chuA (279 pb) e yjaA (211 pb) e do fragmento de DNA TspE4.C2 (152 pb) foi obtida
usando as seguintes condicdes de reacdo de acordo com Clermont e colaboradores
(2000). A mistura para a reacdo da PCR (20 pL) continha 200ng de DNA gendmico, 2
mM de MgCl,, tampéo para PCR, 0,2 mM de dNTP, 0,5uM de cada um dos iniciadores
e 2,5 U de Taq polimerase (Fermentas Life Sciences, Canada). Amostras dos produtos
de amplificacdo foram aplicadas em gel de agarose 2% conforme o item 3.1.2. Como
controle negativo foi usado somente a mistura para PCR. A classificagdo em grupos
filogenéticos foi realizada de acordo com a descricdo de Clermont e colaboradores

(2000).

Tabela 3. Iniciadores e programa utilizados na PCR triplex para classificacdo das
amostras isoladas de E. coli em grupos filogenéticos

Iniciadores Sequéncia (5’- 3°) Amplicon (pb)
ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 979
ChuA.1 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA.l TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152

TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
Etapas Temperatura (°C) Tempo

1. Desnaturacao inicial 94 5 min
2. Desnaturacdo 94 30s
3. Anelamento 55 30s
4. Extenséo 72 30s
5. Extensdo final 72 7 min
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3.1.5 - Determinacéo da susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de E. coli

Para a determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de
E.coli, foi utilizado o método de diluicdo em meio &gar Miller-Hinton, de acordo com
CLSI (2012). Para isso, foram escolhidas seis classes de antimicrobianos, representantes
dos medicamentos usados no tratamento de infec¢des humanas causadas por bactérias
Gram-negativas: B lactimico (ampicilina e amoxicilina), aminoglicosideo (canamicina e
estreptomicina), tetraciclina (tetraciclina), quinolona (&cido nalidixico e ciprofloxacina)
e inibidores da via metabdlica do folato (sulfametoxazol/trimetoprim). O meio &gar
Miiller-Hinton foi suplementado com concentragcbes maltiplas de 2 atée 512 pg/mL para
0s antimicrobianos escolhidos, separadamente. Foi utilizado um in6culo padrdo de cerca
de 10° UFC/ponto, de uma cultura crescida, em caldo nutriente, com aplicagdo
simultanea de 32 amostras por placa, com um replicador tipo Steer. As placas foram
incubadas a 37°C, por 24 horas. Apos esse periodo, foi realizada a leitura dos
resultados, para o estabelecimento da concentracdo inibitéria minima (CIM) definida
como a menor concentracdo inibitéria do crescimento de cada isolado bacteriano
(CLSI). Isolados que apresentaram zonas de resisténcia intermediaria foram
considerados resistentes. Um isolado foi considerado multirresistente quando

apresentou resisténcia a pelo menos trés diferentes classes de antimicrobianos.
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3.2 - Resultados e Discussao

3.2.1 - Ocorréncia do gene intl e de cassetes génicos nos isolados de E. coli

Neste trabalho, foram investigados 84 isolados de E. coli, sendo 42 provenientes
de criangas sadias da Amazonia, coletados em 1978, e 42 de E. coli resistentes a
quinolonas recuperados em 2009 da urina de mulheres com diagndsticos clinico e
laboratorial de infeccdo do trato urinario (ITU) adquirida na comunidade. Do total dos
isolados, 39% (33/84) apresentaram o gene intl. Dentre os isolados de criancas sadias,
12% (5/42) foram positivos para o gene intl e nos recuperados da urina 67% (28/42).

Alguns estudos tém destacado 0 aumento da incidéncia de resisténcia aos
antimicrobianos e sua relacdo com a presenca de integrons em E. coli comensal
oriundas de criancas e adultos saudaveis de muitos paises (Levy et al., 1988 ; Lester et
al., 1990 ; Osterblad et al., 2000 ; Pallecchi et al., 2007). No estudo de Pallechi e
colaboradores (2007), realizado com isolados de E. coli recuperados de fezes de
individuos saudaveis de uma comunidade rural boliviana, foi encontrada uma
frequéncia semelhante (12%) de integrons classe 1 em comparagdo com nosso estudo.

A frequéncia de integrons nos isolados de mulheres com ITU encontrada neste
estudo foi maior do que a encontrada no estudo de Fallah e colaboradores (2012) que foi
de 50,3% em isolados de E. coli recuperados de individuos com ITU. Os integrons de
classe 1 sdo cada vez mais relatados como um reservatorio de genes de resisténcia a
antimicrobianos em bastonetes Gram-negativos (Partridge et al., 2009; Cambray et al.,
2010). No entanto, eles também tém sido detectados em linhagens de bactérias clinicas

Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina e espécies de
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Corynebacterium em diversos hospitais em todo o mundo (Tauch et al., 2002; Barraud

et al., 2011; Pinilla et al., 2009; Xu et al., 2008; Shi et al., 2006).

15 16 17 18 19 20

280 pb —>

Figura 2. Gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo do gene intl. 1. Marcador de
peso molecular 1kb (invitrogen, EUA), 2-18. Isolados de E. coli, 19. Contole negativo,
20. Controle positivo, E. coli BH100.

Genes conferindo resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos séo
encontrados em cassetes, constituindo um importante conjunto de genes de resisténcia
bacteriana (Partridge et al., 2009). Diversos estudos descrevem a presenca de cassetes
génicos em bactérias resistentes, patogénicas ou ndo, de diferentes habitats (Goldstein et
al., 2001, Grape et al., 2005, Bartoloni et al., 2009, Elsaied et al., 2011). No presente
estudo, o tamanho dos amplicons dos cassetes génicos variou de 400 a 2000 pb (Figura
3). Todos os isolados intl-positivos (12%, 5/42) de criancas sadias abrigaram um Unico
cassete génico, ao contrario dos isolados de mulheres com ITU intl-positivos (71,4%,
20/28). Sendo que 28,6% (8/28) dos isolados de mulheres com ITU intl-positivos ndo
amplificaram fragmentos correspondentes a cassetes génicos, sugerindo que eles
abrigam integrons vazios. Os amplicons do gene intl1l (280 pb) destes oito isolados

foram sequenciados confirmando a presenca de integrase nestes isolados (em anexo).
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Figura 3. Gel de agarose 1,5% representando a amplificacdo dos cassetes génicos. 1.
Marcador de peso molecular 1kb (invitrogen, EUA), 2 - 16. Isolados de E. coli, 17.
Controle positivo, E. coli BH100, 18. Controle negativo.

3.2.2 - Caracterizacao dos cassetes génicos dos integrons

Tentou-se sequenciar os 25 amplicons a fim de caracterizar os cassetes génicos
presentes nos isolados de E. coli. Foram utilizadas diferentes concentragdes de DNA (50
a 300 ng) e de iniciadores, diferentes temperaturas de anelamento e também a clonagem
dos amplicons. Entretanto, apds diversas tentativas apenas oito sequéncias foram obtidas
e estdo apresentadas na Tabela 14. Alguns estudos relatam dificuldades em sequenciar
algumas amostras com o protocolo padrdo de sequenciamento ABI. Alguns fatores como
qualidade e quantidade de DNA estéo relacionados ao sucesso do sequenciamento. Além
disso, hd muitos tipos de regides dificeis (Kieleczawa, 2006). Portanto, alguns desses
fatores podem ter dificultado o sequenciamento dos cassetes génicos do presente estudo.

A analise das sequéncias obtidas revelou que o gene mais frequente foi o aadA
(alelos aadAl, aadA5 e aadA22), o qual confere resisténcia aos aminoglicosideos,
estreptomicina e espectiomicina (Tabela 14). Sabe-se que estes cassetes génicos estdo
entre 0s mais prevalentes nos integrons de classe 1. Os cassetes aadA tém sido detectados
em integrons de bactérias Gram-negativas isoladas de humanos e outros (Sunde et al.,

1999; Sallen et al., 1995, Bailey et al.,, 2010). Além do gene aadA, também foi
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encontrado neste estudo o cassete génico dfr (alelos dfrAl7 e dfrl), que confere
resisténcia a trimetoprim No entanto, deve-se ressaltar que este foi detectado apenas nos
isolados de mulheres com ITU.

Como esperado, os quatro isolados de mulheres com ITU, portadores do cassete
génico dfr, foram também resistentes ao trimetoprim (Tabela 6). No entanto, o isolado
23, portador do gene aadA, foi sensivel & estreptomicina embora apresentasse MIC de
32ug/ml. A sequéncia de nucleotideos do alelo aadA5 presente no isolado 23 apresenta
diferencas em relagdo aos demais alelos encontrados nos isolados de criangas sadias
T22, M13, H12 e H23 que foram resistentes a estreptomicina (Tabela 6). De acordo com
Lévesque e colaboradores (1995) os cassetes génicos associados aos integrons podem
ter expressao variavel que pode ser causada por diversos fatores, por exemplo, 0 nimero
de copias do integron no plasmidio. A posicdo do cassete também influencia sua
expressdo uma vez que 0S genes que se encontram proximos ao promotor tendem a ser
expressos com maior eficacia do que aqueles que estdo localizados distantes, o que pode
levar a variacbes consideraveis na susceptibilidade da bactéria aos antimicrobianos
(Weldhagen, 2004). Entretanto, este fator pode ser excluido uma vez que este isolado
apresentou um unico cassete génico presente no integron. Portanto, uma unica ou baixo
namero de cdpias do integron no plasmidio poderia ter influenciado a expressao do gene
aadA no isolado 23, que se apresentou sensivel a estreptomicina. Além disso, outra
hiptese poderia ser uma baixa atividade do promotor ou uma mutacdo na regido
promotora.

Os cassetes génicos encontrados neste estudo também foram relatados em
diferentes espécies de bactérias (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa), em diferentes habitats (animais ou humanos) e em areas geograficas

distintas (Yan et al., 2010; Fallah et al., 2012; Lukkana et al., 2012). Estes dados
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sugerem que os integrons de classe 1 contribuem significativamente para a
disseminacdo de genes de resisténcia entre bactérias da mesma ou de diferentes espécies

e de diferentes areas geogréficas.

3.2.3 — Grupos filogenéticos dos isolados de E. coli

Os 84 isolados de E. coli foram caracterizados para o grupo filogenético de

origem (A, B1, B2 ou D). O esquema de classificacao esta ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema de classificacdo de E. coli em grupos filogenéticos pela amplificacéo
dos genes chuA e yjaA e fragmento de DNA TSPE4. C2.
Fonte: Clermont et al., 2000.

No presente estudo, dentre os isolados de mulheres com ITU, o grupo B2 foi o
mais prevalente 54,8%, resultado semelhante ao encontrado por Sabaté e colaboradores
(2006) em amostras de E. coli (UPEC), e por Zhang e colaboradores (2002) em
amostras de E. coli isoladas do trato urindrio de mulheres com primeiro episodio de
ITU. Quanto aos demais isolados, 21,4% pertenceram ao grupo A e 11,9% aos grupos D
e B1 (Figura 6).

Nos isolados de criangas sadias o grupo A foi o mais prevalente (50%), seguido

pelo grupo B2 com 42,8%. Apenas 7,1% dos isolados foram classificados como sendo
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do grupo B1 (Figura 6). Outros autores obtiveram resultados diferentes, uma vez que
observaram uma maior frequéncia de isolados comensais pertencente ao grupo Bl
(Clermont et al., 2000; Sabaté et al., 2006). Essas diferencas podem estar relacionadas a
variacdo geografica, a diferencas nas caracteristicas individuais e/ou da populacdo
hospedeira ou a combinacdo destes fatores (Zhang et al., 2002). Além disso, 0s
resultados até agora descritos podem ser explicados pelo pequeno numero de estudos
envolvendo andlise filogenética de amostras da microbiota indigena, especialmente a
microbiota intestinal, uma vez que ela é considerada um reservatério natural de

linhagens patogénicas (Blattner et al., 1997).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Figura 5. Gel de agarose 2%, apresentando a amplificacdo dos fragmentos gerados a
partir da PCR triplex, especifica para os grupos filogenéticos de E. coli. 1. Marcador de
peso molecular 1kb (invitrogen, EUA); 2. Controle negativo; 3. Grupo D; 4. Grupo B1,
5. Grupo B2; 6. Grupo D; 7. Grupo A; 8. Grupo B1; 9 e 10. Grupo A; 11, 12 e 13.
Grupo B2; 14 e 15. Grupo B1; 16. Grupo B2; 17. Grupo D; 18. Grupo A; 19 e 20.
Grupo D.

Isolados de E. coli de mulheres com ITU Isolados de E. coli de criancas sadias

Figura 6. Porcentagem de isolados de E. coli, classificados nos grupos filogenéticos
A, Bl1,B2eD.
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Tabela 4. Classificagdo dos isolados de E. coli de mulheres com ITU e de criangas
sadias em grupos filogenéticos (A, B1, B2 e D)

Isolados de Grupo filogenético | Isolados de criangas  Grupo filogenético
mulheres com ITU sadias
01 D H22 B2
02 Bl H7 A
03 B2 H19 A
04 D H12 B2
05 A H5 B2
06 Bl H2 A
07 A H16 B2
08 A H20 B2
10 B2 H18 B2
11 B2 H23 A
12 B2 H1l A
13 Bl H8 A
15 Bl H3 B2
16 B2 H11 B2
17 D M14 B2
19 A M4 A
20 D M3 A
21 D M13 A
23 Bl M1l A
24 A M12 Bl
26 A M8 Bl
27 A M6 A
31 B2 M2 A
32 B2 P25 B2
34 B2 P21 A
38 A P1 B2
43 B2 P24 B2
45 B2 P23.2 B2
46 B2 P32 B2
56 B2 P29.1 B2
59 B2 P9.1 Bl
60 B2 P5 A
62 B2 P9.2 B2
70 B2 T21 A
74 B2 T9.1 A
78 B2 T23 B2
88 B2 T22 B2
90 B2 SP14 A
92 A SP3 A
94 B2 SP11 A
98 B2 SP13 A
100 B2 SP4 A
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3.2.4 - Determinacéo do fenotipo de resisténcia

A resisténcia aos antimicrobianos tem aumentado em todo o mundo e
especialmente a multirresisténcia é um problema importante, uma vez que representa
um desafio ao tratamento de infecgbes (Tenover, 2006). O desenvolvimento da
resisténcia bacteriana é consequéncia da répida evolucdo do genoma bacteriano sob
pressdo seletiva dos antimicrobianos e/ou do meio ambiente. Portanto, a presséo seletiva
exercida pelo uso dos antimicrobianos é a condi¢cdo mais importante para 0 aumento da
frequéncia de bactérias multirresistentes (Kolar et al., 2001). A Organizacdo Mundial de
Saude aponta outros fatores que tém contribuido para o aumento da incidéncia da
multirresisténcia microbiana: pobreza, acesso inadequado aos medicamentos, erro no
diagnoéstico e na prescricdo da quantidade do antimicrobiano, medicamentos
falsificados, preferéncia pelas drogas de largo espectro e deficiéncia na vigilancia
epidemiologica intra e extra-hospitalar, dentre outros (OMS 2000).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos ndo € restrita a bactérias patogénicas,
mas também envolve a microbiota comensal de seres humanos e outros, uma vez que
esses micro-organismos sao continuamente expostos a pressdao seletiva gerada pelo
tratamento com antimicrobianos, podendo tornar-se um importante reservatorio de
linhagens resistentes e de genes de resisténcia (APUA).

Neste estudo, foi determinada a CIM dos antimicrobianos sobre os isolados de
E. coli de mulheres com ITU e de criancas sadias. De acordo com os limites propostos
pelo CLSI (2012) para técnica de diluicdo em agar, todos os isolados foram
interpretados como resistentes aos antimicrobianos quando apresentaram CIMSs iguais
ou maiores do que os valores de resisténcia padronizados para ampicilina (>32 pg/mL),

amoxicilina (=32 pg/mL), canamicina (=64 pg/mL), tetraciclina (=16 pg/mL), 4cido
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nalidixico (>32 pg/mL), ciprofloxacina (>4 ug/mL) ¢ sulfametoxazol/trimetoprim (>76
e 4 ug/mL, respectivamente). Para estreptomicina, foi considerado resistente o isolado
que apresentou CIM >64 pg/mL, baseado em estudo anterior (Chiew et al., 1998). A
interpretacdo dos resultados foi realizada pela observacdo visual da presenca ou
auséncia de crescimento das colonias, em cada concentragdo dos antimicrobianos
testados. No ensaio foram incluidas duas placas controle, sem antimicrobiano, para
confirmar a viabilidade dos isolados bacterianos, no inicio e fim do teste. Todos os
isolados de E. coli de mulheres com ITU foram resistentes a tetraciclina, acido
nalidixico, ciprofloxacina e sulfametoxazol/trimetoprim, enquanto para canamicina,
59,5% dos isolados foram resistentes.

Os antimicrobianos mais utilizados no tratamento de pacientes com ITU sdo os
aminoglicosideos,  betalactamicos, sulfametoxazol-trimetropim, quinolonas e
nitrofurantoina (Camargo et al., 2002). O tratamento empirico de infec¢des urinarias
baixas, em pacientes da comunidade, particularmente nas mulheres € prioritariamente
feito com a associacdo sulfametoxazol/trimetoprim, ou apenas esta uUltima droga
(Warren et al., 1999). As quinolonas também sdo amplamente utilizadas no tratamento
das ITUs. No entanto, vem sendo observado um aumento significativo da resisténcia
bacteriana a estas drogas (Rodrigues et al., 2006). No presente estudo, verificou-se a
resisténcia de todos os isolados de mulheres com ITU aos antimicrobianos,
sulfametoxazol/trimetoprim e a quinolona é&cido nalidixico e a fluoroquinolona
ciprofloxacina. A emergente resisténcia a fluoroguinolonas em linhagens de E. coli tem
causado crescente preocupacdo, devido aos problemas terapéuticos. Um aumento
gradual da resisténcia a ciprofloxacina em E. coli foi observada de 1995 (0,7%) a 2001

(2,5%) por Bolon e colaboradores (2004).
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A Figura 7 apresenta os resultados dos testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos dos isolados de E. coli. Os isolados bacterianos recuperados de
criancas sadias apresentaram uma menor frequéncia de resisténcia em relagdo aos
isolados de mulheres com ITU para todos os antimicrobianos testados, exceto para a
tetraciclina, onde a frequéncia de resisténcia também foi de 100%. Essa alta frequéncia
de resisténcia a tetraciclina em E. coli relacionada a ITU poderia ser explicada pela
pressdo seletiva devido ao uso extensivo deste antimicrobiano desde sua descoberta. As
tetraciclinas foram descobertas nos anos de 1940, apresentam baixo custo, e desde entdo
vém sendo usadas na prevencdo e tratamento de infeccdes em seres humanos e animais
e também em niveis subterapéuticos em alimentos para animais, como promotores de
crescimento (Chopra & Roberts, 2001). Deve-se destacar que os isolados de criangas
sadias foram obtidos em 1978 de comunidades isoladas da Amazonia, caracterizadas
pelo baixo uso de antimicrobianos, devido a longa distancia de centros urbanos e a
dificuldade de transporte de medicamentos na época. A alta frequéncia de bactérias
resistentes a tetraciclina em ambiente onde a bactéria presumivelmente ndo tenha
entrado em contato com antimicrobianos, sugere que genes de resisténcia podem
também ser mantidos estaveis na auséncia ou baixa pressao seletiva. Além disso, pode-
se considerar que plasmidios abriguem outros genes que conferem alguma vantagem
seletiva como, por exemplo, enzimas que aumentam a eficiéncia da colonizacdo e genes
que conferem resisténcia a metais pesados, dentre outros (Salyers & Amabile-Cuevas,

1997).
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Figura 7: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de E. coli de
mulheres com ITU e de criangas sadias. AMP, ampicilina; AMX, amoxicilina; KAN,
canamicina; SMT, estreptomicina; TET, tetraciclina; NAL, &acido nalidixico; CIP,
ciprofloxacina; SXT, sulfametoxazol/trimetoprim.

Para os demais antimicrobianos, as frequéncias de resisténcia variaram de 2,4%
para a ciprofloxacina a 52,4% para o acido nalidixico. Alguns estudos tém demonstrado
que a resisténcia a fluoroquinolonas ndo esta restrita a isolados clinicos, mas esta
presente na populacdo saudavel e em animais de criacdo. Prevaléncias de resisténcia
elevadas foram relatadas para adultos saudaveis na Espanha (24%), em criancas
mexicanas saudaveis (54%) e animais de fazenda, como frango (90%) e suinos (50%)
(Garau et al., 1999; Zaidi et al., 2003; Saenz et al., 2004). No trabalho de Yang e
colaboradores (2009) com amostras de E. coli comensais recuperadas de individuos
saudaveis, as frequéncias de resisténcia foram maiores do que as encontradas no
presente trabalho para os antimicrobianos ampicilina (50,2%), estreptomicina (52%),
trimetoprim/sulfametoxazol (47,6%) e ciprofloxacina (10,7%).

Todos os isolados de mulheres com ITU apresentaram perfil de multirresisténcia
(MDR), ou seja, foram resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos e dentre

estes isolados, 42,8% (18/42) foram resistentes a todos os antimicrobianos testados. O

relato de isolados de E. coli multirresistentes € frequente e é considerado um grave
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problema de saude (Maynard et al., 2003, Japoni et al., 2008). Nos trabalhos de Fallah e
colaboradores (2012) e Hussain e colaboradores (2012), em diferentes localizacGes
geograficas, com isolados de E.coli recuperados de individuos com ITU, as frequéncias
de isolados multirresistentes foram 77,5% e 75%, respectivamente. Esses resultados
sugerem que sdo necessarias alteracbes no tratamento de pacientes com infeccbes
causadas por E. coli (Fallah et al., 2012).

Nenhum dos isolados bacterianos de criangas sadias foi resistente a todos os
antimicrobianos testados e, além disso, eles apresentaram uma menor frequéncia de
multirresisténcia 52,4% (22/42), em comparacao aos isolados de mulheres com ITU. A

tabela 5 apresenta os valores da CIM para os isolados.
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Tabela 5. CIM dos antimicrobianos para as amostras de E. coli de mulheres com ITU e
de criancas sadias (n=84)

Isolados de CIM (pg/mL)
mulheres AMP  AMX KAN STR TET NAL CIP SXT
comITU

01 256 512 08

02 256 64

03 256 64

04 256 08

05 256 08

06 256 08

07 512 32 256

08 512 128 256

10 64 256

11 08 128

12 32 256

13 32 256

15 08 512

16 08 128

17 08 512

19 512 512

20 512

21 512

23 32 512

24 512 128 512

26 08 128 128

27 32 16

31 64 512

32 64 512

34 32 512 64

38 08 512 64

43 08 512 512 64

45 08 512 64

46 64 512 16

56 32 512 08

59 08 04 32 16 512 32 04
60 32 512 512 32 04
62 08 512 512 128 16
74 08 512 512 16 16
78 512 512 16 512
88 512 16 512
90 512 08 512
92 512 16 512
94 256 16 16
98 512 256 512
100 512 16 512
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Tabela 5. Continuagéo

Isolados de AMP AMX  KAN STR TET NAL CIP SXT

criangas

sadias
H22 08 04 08 512 512 32 02 02
H7 08 04 08 128 32 32 02 02
H19 08 04 08 512 512 32 02 02
H12 16 04 08 512 512 >512 32 08
H5 08 04 08 16 32 32 02 02
H2 16 02 08 16 128 >512 02 32
H16 08 02 08 >512 512 32 02 02
H20 08 04 08 16 512 16 02 02
H18 1024 04 08 16 128 16 02 02
H23 04 04 >512 256 512 16 02 02
H1 08 04 08 16 32 16 02 08
H8 08 04 08 16 512 16 02 32
H3 16 04 08 16 128 16 02 02
H11 128 04 08 16 128 16 02 02
M14 >1024  >512 08 512 512 32 02 02
M4 16 08 >512 512 256 32 02 08
M3 04 04 08 16 32 16 02 02
M13 04 04 08 128 512 64 02 04
M11 64 32 08 32 128 16 02 04
M12 16 04 16 32 32 128 02 04
M8 64 04 04 4 32 64 02 04
M6 04 04 08 16 32 16 02 04
M2 04 04 08 32 16 16 02 04
P25 04 04 08 32 16 16 02 02
P21 16 04 08 32 16 32 02 04
P1 04 04 16 32 16 16 02 04
P24 04 08 08 32 16 16 02 04
p23.2 04 08 16 32 16 16 02 04
P32 04 08 08 32 16 16 02 02
P29.1 08 08 08 32 16 16 02 02
P9.1 08 08 08 32 16 16 02 04
P5 04 04 32 32 16 16 02 32
P9.2 08 08 08 16 16 32 02 02
T21 16 32 08 32 16 32 02 04
T9.1 16 32 16 32 16 512 02 16
T23 04 04 08 16 16 16 02 02
T22 04 04 08 512 512 16 02 04
SP14 04 04 08 32 16 64 02 32
SP3 04 32 08 32 16 32 02 02
SP11 04 04 16 32 16 64 02 32
SP13 04 04 08 32 16 64 02 16
SP4 04 04 08 >512 512 16 02 02

AMP, ampicilina (>32 pg/mL); AMX, amoxicilina (>32 pg/mL); KAN, canamicina
(>64 pg/mL); SMT, estreptomicina (>64 pug/mL); TET, tetraciclina (=16 ug/mL); NAL,
acido nalidixico (=32 pg/mL); CIP, ciprofloxacina (>4 pg/mL); SXT,
sulfametoxazol/trimetoprim (>76 e 4 pg/mL). A cor cinza representa que na maior
concentragéo testada (512/1024 pg/ mL) ainda houve crescimento bacteriano.
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Em 2006, Paauw e colaboradores demonstraram que a multirresisténcia em
Enterobacteriaceae estd fortemente associada com a presenca de integrons e €
independente da espécie ou da origem do isolado. Esses elementos genéticos também
séo considerados como fatores cruciais para o desenvolvimento de multirresisténcia em
muitas outras bactérias, uma vez que abrigam cassetes génicos (Bass et al., 1999;
Ochman et al., 2000; Roe et al., 2003; Stokes et al., 2001). Em estudo com E. coli
isoladas de amostras de fezes de animais produtores de alimentos, fezes de humanos e
pacientes com infeccbes do trato urindrio em Hong Kong, a frequéncia de
multirresisténcia foi de 92,5% e o gene intl estava presente em 61,5% dos isolados (Ho
et al., 2009).

No presente estudo, dentre os 42 isolados de E. coli de mulheres com ITU que
foram multirresistentes, 28 apresentaram integron. Dos 22 isolados recuperados de
criancas sadias que apresentaram perfil de multirresisténcia, apenas trés continham
integron. Entretanto, esse elemento genético também foi detectado em dois isolados
(T22 e H23), ndo-multirresistentes. De acordo com os resultados sobre a presenca de
integrons e os fendtipos de resisténcia, os integrons de classe 1 podem estar
relacionados ao fendtipo de MDR. No entanto, ndo se pode atribuir aos integrons de
classe 1 a determinacdo desse fendtipo, uma vez que a maioria dos cassetes génicos
encontrados confere resisténcia aos aminoglicosideos. Além disso, a frequéncia de
integrons vazios foi de 28,6% dentre os isolados bacterianos de origem clinica.
Portanto, a relacdo entre a presenca de integrons e o fen6tipo de multirresisténcia pode
ser devida a outros genes que coexistem com os integrons no mesmo plasmidio fora da

regido de cassetes génicos (Climaco, 2011).
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Tabela 6. Presenca do gene intl, dos cassetes génicos e do fenotipo resistente aos
antimicrobianos testados nos isolados de E. coli de mulheres com ITU e de criancas

sadias
Isolados Presenca do Presenga de Fendtipo
gene intl cassete génico

*01 + + AMP, AMX, STR, TET, CIP, SXT,
NAL

*02 + + AMP, AMX, STR, TET, CIP, SXT,
NAL

*03 + + AMP, AMX, STR, TET, CIP, SXT,
NAL

*04 + + AMP, AMX, STR, TET, CIP, SXT,
NAL

*05 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*06 AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*Q7 AMP, AMX, KAN, TET, NAL, CIP,
SXT

*08 AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*10 + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*11 AMP, AMX, TET, NAL, CIP, SXT

*12 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*13 AMP, AMX, KAN, TET, NAL, CIP,
SXT

*15 + AMP, AMX,STR, TET, NAL, CIP,
SXT

*16 AMP, AMX, TET, NAL, CIP, SXT

*17 + + AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT

*19 AMP, AMX, KAN, TET, NAL, CIP,
SXT

*20 + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*21 + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*23 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*24 + AMP, AMX, KAN, TET, NAL, CIP,
SXT

*26 + AMP, KAN, STR, TET, NAL, CIP,
SXT

*27 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, CIP,
SXT

*31 + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*32 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT

*34 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,

CIP, SXT
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Tabela 6. Continuagéo

Isolados Presenca do Presenga de Fendtipo
gene intl cassete génico
*38 + + AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*43 + + AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*45 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT
*46 + + AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*56 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT
*59 KAN, TET, NAL, CIP, SXT
*60 AMP, KAN, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*62 AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*70 + + AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*74 AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*78 AMP, KAN, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*88 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT
*90 + + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT
*92 AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT
*94 AMP, TET, NAL, CIP, SXT
*08 + + AMP, AMX, STR, TET, NAL, CIP,
SXT
*100 + AMP, AMX, KAN, STR, TET, NAL,
CIP, SXT
**H22 STR, TET, NAL
**H7 STR, TET, NAL
**H19 STR, TET, NAL
**H12 + + AMP, STR, TET, NAL, CIP, SXT
**H5 NAL ,TET
**H2 AMP, TET, NAL, SXT
**H16 STR, TET, NAL
**H20 TET, NAL
**H18 AMP, TET
**H23 + + KAN, TET, STR
**H1 SXT, TET
**H8 TET, SXT, NAL
**H3 AMP, NAL, TET
**H11 AMP, TET
**M14 + + AMP, AMX, STR, TET, NAL
**M4 AMP, KAN, STR, TET, NAL, SXT
**M3 TET
**M13 + + STR, TET, NAL, SXT
**M11 AMP, AMX, TET, SXT
**M12 AMP, TET, NAL, SXT
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Tabela 6. Continuagéo

Isolados Presenca do Presenga de Fendtipo
gene intl cassete génico

**M8 AMP, TET, NAL, SXT
**M6 TET, SXT

**M2 TET, SXT

**p25 TET

**p21 AMP, TET, NAL

**p1 TET

**p24 TET
**p23.2 TET

**pP32 TET
**p29.1 TET

**P9.1 TET

**P5 KAN, TET, SXT
**pg.2 TET, NAL

**T21 AMP, AMX, NAL, TET
**T9.1 AMP, AMX, TET, NAL, SXT
**T23 TET

**T22 + + STR, TET
**SP14 TET, NAL, SXT
**SP3 AMX, TET, NAL
**SP11 TET, NAL, SXT
**SP13 TET, NAL, SXT
**SP4 STR, TET

*isolados de mulheres com ITU **isolados de criancas sadias AMP, ampicilina; AMX,
amoxicilina; KAN, canamicina; SMT, estreptomicina; TET, tetraciclina; NAL, acido
nalidixico; CIP, ciprofloxacina; SXT, sulfametoxazol/trimetoprim.

3.3 - Conclusodes

Este estudo revelou que os isolados bacterianos de mulheres com ITU
apresentaram uma maior frequéncia de genes intl e cassetes génicos comparados aos
isolados de criancas sadias. A maioria dos cassetes génicos presentes nos isolados de E.
coli determina resisténcia a aminoglicosideos (aadA5, aadA22 e aadAl) e, em menor
frequéncia, resisténcia a trimetoprim (dfrAle dfrA17). O grupo filogenético de E. coli
mais representativo dentre os isolados de mulheres com ITU foi o grupo B2 e nos
isolados de criancas sadias, o grupo A. Os isolados bacterianos recuperados de criancas
sadias apresentaram uma menor frequéncia de resisténcia em relacdo aos isolados de
mulheres com ITU, para todos os antimicrobianos testados, exceto para a tetraciclina.

Além disso, todos os isolados de mulheres com ITU apresentaram perfil de
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multirresisténcia, enquanto apenas 52,4% dos isolados de criangas sadias apresentou
esse perfil, para os antimicrobianos testados. Os integrons podem contribuir com a
multirresisténcia, porém, ndo sdo Unicos responsaveis por esse fenotipo. Ficou evidente
neste trabalho que os integrons sdo relativamente comuns em amostras clinicas e que a
pressdo seletiva devido a utilizagdo constante e indiscriminada dos antimicrobianos, ao
longo dos anos, tém resultado na resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, os dados
sugerem uma tendéncia na aquisicdo de integron nos isolados multirresistentes de
origem clinica provavelmente devido ao aumento da pressdo seletiva nas Gltimas trés

décadas nos isolados do trato urinario de mulheres infectadas.
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4 - Capitulo Il: Pesquisa de integron cassete em
sedimento do Cdrrego da Mina contaminado por

arsénio
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4.1 Material e Métodos

4.1.1 Amostragem

Amostras de sedimento foram colhidas no Corrego da Mina (19°58°46.80”S e
43°49°17.07°W) localizado no Quadrilatero Ferrifero, Bacia do Rio das Velhas, Minas
Gerais, Brasil, durante as estagdes chuvosa (Novembro de 2010) e seca (Junho de 2011).
Temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram medidos in situ. Este corrego foi escolhido
por estar localizado préximo a uma area impactada pela mineracdo. Os primeiros 5 cm de
sedimento foram assepticamente coletados em duplicata e reunidos. As concentracées de
metais e metaloide das amostras foram determinadas usando Espectrometria de Absorc¢éo

Atomica (ICP-OES, Optima 7300 DV, PerkinElmer).

4.1.2 Extracdo do DNA total

A extracdo de DNA total das duas amostras de sedimento (10g de peso umido)
foi realizada com o MoBio Power Max Soil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories
Inc., Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de

DNA foram armazenadas a -20°C.

4.1.3 Construcéo de bibliotecas de clones dos cassetes génicos

Os cassetes génicos foram recuperados a partir do DNA ambiental das duas
amostras de sedimento por meio de amplificacdo por PCR, utilizando os iniciadores

GCP1 e GCP2 direcionados a regido terminal conservada de attC, de acordo com
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Elsaied et al. (2007) (Tabela 7). Os amplicons dos cassetes génicos foram purificados
por reacdo de precipitacdo com solugdo polietilenoglicol e NaCl 2,5 M e clonados no
vetor pJET1.2/blunt Cloning Vector utilizando o CloneJET™ PCR Cloning Kit
(Fermentas, Canada), de acordo com as instrugdes do fabricante. A bactéria E. coli XL1
Blue eletrocompetente foi transformada e semeada em placas contendo meio LB e
ampicilina (100 pg/ml), que foram incubadas a 37°C, por 18 horas. As colbnias
contendo os plasmidios com os insertos foram selecionadas através da resisténcia a
ampicilina. Essas colonias foram transferidas, com palitos esterilizados, para
microplacas com 96 pocos contendo 300 ul de meio LB e ampicilina (100 pg /mL) e
glicerol (25% v/v), incubadas a 37°C por 24 horas e estocadas a -80°C.

Tabela 7. Iniciadores e programa usados para amplificacdo dos cassetes génicos das
amostras de sedimento colhidas nas estacdes seca e chuvosa

Iniciadores Sequéncia (5’-3°) Amplicon (pb)
GCP1 GCSGCTKANCTCVRRCGTTRRRY variavel
GCP2 TCSGCTKGAAMTTGTTRRRY
Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Desnaturacao inicial 94 3 min
2. Desnaturacdo 94 30s
3. Anelamento 55 30s
4. Extensao 72 2 min
5. Extenséo final 72 5 min

4.1.4 PCR de cassete génicos das bibliotecas de clones e sequenciamento

Os cassete génicos das bibliotecas de clones foram amplificados por PCR, usando
iniciadores especificos do vetor pJET1.2 forward e pJETL1.2 reverse, para a verifica¢do
do tamanho do fragmento contido no vetor. Para a reacdo de sequenciamento foi
utilizado o kit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems,

Foster City, CA, EUA). A reacdo de sequenciamento foi realizada em um termociclador
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utilizando um programa com 0s seguintes passos: desnaturacdo a 95°C, por 15 minutos
35 ciclos de 95°C por 25 segundos, a 50°C por 15 segundos e 60°C por 3 minutos. Os
produtos foram purificados por precipitacdo com EDTA/ acetato de sddio/etanol, e
sequenciados no sequenciador automatico ABI PRISM™ 3130 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). As sequéncias parciais foram checadas para a qualidade,
alinhadas e editadas para a producdo de um consenso usando os programas Phred
v.0.020425 (Erwing & Green, 1998), Phrap v.0.990319 (Green, 1994) e Consed 12.0
(Gordon et al., 1998). A analise das sequéncias dos amplicons clonados foi realizada
utilizando o ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/orfig.cgi), secdo 11
codigo bacteriano e BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ blast.cgi) software para
procurar supostos quadros de leitura aberta e proteinas correspondentes no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As OTUs (Unidade Taxondmica Operacional) foram
definidas como cassetes génicos que compartilham 95% de similaridade de sequéncia de
acidos nucleicos a partir do programa DOTUR (Schloss & Handelsman, 2005). A
cobertura das bibliotecas foi calculada usando-se a equacdo C= 1- (n/ N) x 100, onde n
significa o numero de OTUs e N o nimero de sequéncias analisadas na biblioteca (Good,
1953). Para avaliar a diversidade das bibliotecas de clones, foi calculado o indice de
Shannon que considera igual peso entre as espécies raras e abundantes. Este indice varia
de 1 a 5 e quanto mais proximo de 5 maior a diversidade (Magurran, 1988).

Tabela 8. Iniciadores e programa usados para amplificacdo dos clones de cassetes
génicos das bibliotecas de sedimento colhidas nas estacdes seca e chuvosa

Iniciadores Sequéncia (5’-3°) Amplicon (pb)
pJET1.2 forward CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC variavel
pJET1.2 reverse AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Desnaturacao inicial 95 15 min
2. Desnaturacdo 94 30s
3. Anelamento 60 30s
4. Extenséo 72 1 min
5. Extens&o final 72 10 min
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4.1.5 PCR quantitativa em tempo real (q-PCR)

O gene intl1 presente nas amostras de sedimento das estacdes chuvosa e seca foi
quantificado através de gPCR. O procedimento foi realizado utilizando o ABI PRISM
7900HT (Applied Biosystems, Foster City, Calif.). As amplificaces foram realizadas
com o SYBR green PCR Master Kit (Applied Biosystems). O conjunto de iniciadores
utilizados para amplificar 0 gene intll foram qINT-3
(5TGCCGTGATCGAAATCCAGATCCT3') e qINT-4
(5TTTCTGGAAGGCGAGCATCGTTTG3') (Rosewarne et al., 2010). O programa
utilizado foi: 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 59°C por 1
minuto, 95°C por 15 segundos, 59°C por 15 segundos e 95°C por 15 segundos. Todas as
reacOes foram conduzidas em triplicata, incluindo o controle negativo. A curva padrédo
foi gerada a partir de sete dilui¢bes, em triplicata, através de amplicons do gene intll de
E. coli BH100. Para determinar o numero de copias do gene intll e foi construida a
curva padrédo através da calculadora online:

http://www.uri.edu/research/gsc/resources/cndna.html (Staroscik , 2004).
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4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica da amostra

As concentracdes de metais e metaloide das amostras de sedimento do Coérrego
da Mina colhidas nas estacGes chuvosa (SMC) e seca (SMS) sdo apresentadas na Tabela
9. Temperatura, pH e oxigénio dissolvido s&o apresentados na Tabela 10. As amostras de
agua apresentaram valores de pH proximos da neutralidade. Os sedimentos das duas
coletas apresentaram concentracdes diferentes de metais e metaloide. Como esperado, a

amostra SMS apresentou a maior concentragdo destes metais e metaloide, com excecao

do Fe.

Tabela 9. Concentracdo de metais e metaloide (mg kg™ ) no sedimento do Cérrego da
Mina nas estacdes seca (SMS) e chuvosa (SMC).

Metais e metaldide SMC SMS
Ferro (Fe) 968,25 492,8
Niguel (Ni) <0,05 9,0
Manganés (Mn) 300,25 12845
Cobre (Cu) 71,9 387,7
Chumbo (Pb) 3,7 8,7
Zinco (Zn) 68,6 180,9
Arsénio (As) 32,01 297,1
Cromo (Cr) <0,01 17,3

Tabela 10. Caracteristicas gerais da agua do Corrego da Mina

Caracteristicas SMC SMS
Temperatura (°C) 24 18
pH 6,9 6,2
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,78 9,1
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4.2.2 Caracteristicas gerais das bibliotecas de cassetes génicos

Um total de 158 clones (31 SMC e 127 SMS) foi escolhido aleatoriamente das
bibliotecas de clones SMC e SMS. Os clones continham insertos de tamanhos que
variaram de cerca de 300 a 1650 pb. A biblioteca SMC teve uma cobertura de 87%, com
31 clones sequenciados, e a biblioteca SMS 96% de cobertura, com 127 clones
sequenciados. As OTUs foram definidas como cassetes génicos que compartilhavam

95% de similaridade de sequéncia de nucleotideos.

0L 127 137147 157 16 T 18" 19% 20

1650 pb — >

300 pp ——

Figura 8. Gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo dos cassetes génicos. 1.
marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen, EUA); 2-6. Amplicons dos cassetes
génicos da biblioteca SMC; 7-18. Amplicons dos cassetes génicos da biblioteca SMS;
19. Controle negativo; 20. Controle positivo - amplicon do cassete génico de E. coli
BH100.

Tabela 11. Distribuicdo geral dos clones e OTUs das bibliotecas

Parametros SMC SMS
N° de clones 31 127
N° de OTUS 15 47
Cobertura da biblioteca (%) 87 96
Indice de diversidade de 2,57 3,73
Shannon
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As curvas de rarefagdo das bibliotecas (Figura 9) obtidas, plotando o numero de
OTUs encontradas para cada biblioteca em relagcdo ao nimero de clones sequenciados,
demonstraram uma tendéncia a estabilidade do nimero de OTUs detectadas, indicando
que a maioria dos cassetes génicos presentes nestas amostras foi detectada, o que foi
comprovado pelo célculo de cobertura das bibliotecas (Tabela 11). O indice de
diversidade de Shannon (Tabela 11) mostrou que a biblioteca SMS apresentou uma

maior diversidade de cassetes génicos (3,73), com 47 OTUs identificadas.

Hoim ero do OTUs
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Humero de clones sequenciados

Figura 9. Curvas de rarefacdo representando a diversidade observada dos clones
sequenciados dos cassetes génicos das bibliotecas do sedimento do Cdrrego da Mina,
das estacdes chuvosa (SMC) e de seca (SMS).

4.2.3 Analise dos cassetes génicos das bibliotecas de clones

As bactérias apresentam um grau elevado de diversidade funcional. A adaptacéo
destes micro-organismos é amplamente facilitada pela transferéncia lateral de genes.
Este fluxo da informacdo genética implica no surgimento de muitos novos fenotipos
bacterianos, particularmente em resposta a fortes pressbes seletivas (Ochman et al.,

2000; van Elsas & Bailey, 2002). Além disso, as altas densidades bacterianas promovem
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a formacdo de biofilmes e a ocorréncia de eventos de transferéncia horizontal de genes
(Schluter et al., 2007).

Alguns estudos tém demonstrado que ORFs associadas com cassetes génicos
apresentam uma grande diversidade de sequéncias e que as diferentes proteinas
codificadas englobam uma vasta gama de caracteristicas potencialmente vantajosas
(Stokes et al., 2001; Holmes et al., 2003; Boucher et al., 2007; Elsaied et al., 2007;
Koenig et al., 2008; Rosewarne et al., 2010).

Para investigar a diversidade de cassetes génicos presentes nas amostras de DNA
ambiental, recuperados do sedimento do Cérrego da Mina, os insertos das bibliotecas de
clones SMS e SMC foram sequenciados. A maioria dos insertos continha uma unica
OREF, sendo identificadas 15 ORFs na biblioteca SMC e 38 ORFs em SMS. A tradugéo
das sequéncias de nucleotideos das ORFs revelou que elas podem codificar varias
proteinas putativas (Tabelas 12 e 13), embora 66% das sequéncias ndo apresentassem
homologia identificada no GenBank. As sequéncias de proteinas deduzidas a partir das
ORFs da biblioteca SMC variaram de cerca de 50 a 272 aminoacidos (aa),
representando enzimas putativas envolvidas no transporte de aa, regulacdo de diversos
processos celulares, oxidacdo, reparo e excisdo de nucleotideos, recombinacdo de
plasmidio, resposta ao stress e modificacdo pos-traducional (Tabela 12). As sequéncias
de proteinas deduzidas a partir das ORFs da biblioteca SMS variaram de cerca de 35 a
277 aa, representando enzimas putativas envolvidas na resisténcia multipla aos
antimicrobianos, transporte de aa, modificacdo pos-traducional, transporte de ions
inorganicos, metabolismo e estrutura ribossémica (Tabela 13). Deve- se destacar que
embora a maioria das ORFs detectadas nas bibliotecas fosse diferente, algumas ORFs
foram comuns as duas biblioteca (dihydroorotate dehydrogenase 2, sodium:alanine

symporter family protein).
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O pH do Cérrego da Mina na estacdo chuvosa foi proximo da neutralidade
enquanto o pH da estacdo seca foi ligeiramente &cido. Por outro lado, as concentracfes
de metais e metaloide foram maiores na amostra de sedimento coletada na estacdo seca
(SMS). Além disso, a biblioteca SMS apresentou uma maior diversidade de cassetes
génicos em comparagdo com a biblioteca SMC. Esses dados sugerem que as
comunidades bacterianas presentes no Cérrego da Mina podem estar sujeitas a pressdes
seletivas, que variam ao longo das estacdes do ano, podendo essas variagdes influenciar
a diversidade de genes relacionados a adaptacdo dos micro-organismos nesse ambiente.

Os resultados deste estudo ndo estdo de acordo com os de Wright e
colaboradores (2008) que ndo encontraram diferencas na diversidade de cassetes
génicos em comunidades bacterianas de ambientes aquaticos com diferentes graus de
contaminacdo. No presente estudo, os resultados sugerem que o ambiente pode
selecionar micro-organismos com fendtipo que favoreca a adaptacéo de acordo com as
pressdes exercidas. Nemergut e colaboradores (2004) tambem mostraram o papel dos
cassetes génicos como fonte de diversidade de proteinas, além do contexto de
resisténcia antimicrobiana.

Além disso, na biblioteca SMS foram encontradas ORFs com sequéncias
homoldgas a proteinas putativas de integron e cassetes génicos previamente relatadas
em sedimentos marinhos contaminados e em efluentes urbano e de abatedouro (Koenig
et al., 2008; Moura et al., 2010), sugerindo que estas sequéncias podem codificar
proteinas que desempenham papel importante na adaptacdo bacteriana as pressoes
seletivas caracteristicas destes ambientes. A maioria dos cassetes génicos presentes nas
bibliotecas ndo apresentou homologia com sequéncias do GenBank, demonstrando que
as comunidades bacterianas de ambientes naturais apresentam uma gama de ORFs de

cassetes génicos ainda ndo caracterizados. Outros estudos nestes ambientes sao
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importantes para elucidar o papel destes cassetes génicos desconhecidos e determinar se

as condicbes ambientais especificas promovem a expressdo do gene e / ou a

disseminag&o dos integrons (Moura et al., 2010).

Tabela 12. Produtos dos cassetes génicos com correspondéncias em banco de dados a
partir da biblioteca de clones SMC.

ORF n°de Correspondéncia maxima Organismo — NUmero de acesso
aa (e-value)
01 82 sodium:alanine symporter family protein Gillisia sp. (ZP_11222501)
(le-31)
02 88 hypothetical protein GTP1/OBG (2e-20) Crenarcheota marinha néo
cultivavel (ABZ08675.1)
03 140 hypothetical protein OB2597_02642 Oceanicola batsensis
(6e-29) (ZP_00999232)
06 137  hypothetical protein OB2597_02642  (2e-29) Oceanicola batsensis
(ZP_00999232)
09 50 Dihydroorotate dehydrogenase 2 Methylobacterium nodulans
(2e-04) (YP_002499706)
11 69 Excinuclease ABC subunit A Beggiatoa SP. (ZP_01998146)
(2e-16)
16 80 hypothetical protein GTP1/OBG Crenarchaeota marinha ndo
(8e-18) cultivavel
(ABZ08675)
17 159 TonB-dependent receptor plug domain protein Microscilla marina
(1e-50) (ZP_01694577)
19 76 Mob_Pre Oceanimonas sp.
(4e-18) (YP_005093727)
20 135 hypothetical protein O71_07771 Pontibacter sp. (ZP_10400519)
(le-52)
24 272 GTPase ObgE Polynucleobacter necessarius
(0.0) subsp. necessarius
(YP_001797126)
25 229 glucose/sorbosone dehydrogenase-like protein Roseiflexus castenholzii
(2e-58) (YP_001430541)
29 64 Endoribonuclease L-PSP Fluviicola taffensis
(2e-18) (YP_004344062)
31 66 FKBP-type peptidylprolyl isomerase Psychrobacter sp.
(9e-22) (YP_001280981)
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Tabela 13. Produtos dos cassetes génicos com correspondéncias em banco de dados a partir da
biblioteca de clones SMS.

ORF n°de Correspondéncia maxima Organismo — Numero de acesso
aa (e-value)
01 101 fructosamine/Ketosamine-3-kinase Rhodothermus marinus
(2e-16) (YP_004825172)
02 201 hypothetical protein PMI38_02963 Pseudomonas sp.
(5e-49) (ZP_10603583)
06 82 sodium:alanine symporter family protein Gillisia SP.
(1e-31) (ZP_11222501)
09 78 hypothetical protein NIDE2427 Candidatus nitrospira defluvii
(0.45) (YP_003798062)
10 277 Sulphatase-modifying factor protein Oscillatoria 61igro-viridis
(1e-51) (YP_007116394)
13 114 Orf108 Bactéria ndo cultivavel
(1e-70) (ACS73633)
17 204 Zn-finger domain-containing protein Thiocystis violascens
(topoisomerase type I-like) (YP_006412367)
(5e-70)
24 66 hypothetical protein SpyoM01001385 Streptococcus pyogenes
(0.26) (ZP_00365391)
27 165 outer membrane protein/peptidoglycan- Pantoea sp.
associated lipoprotein (0.026) (ZP_10554743)
33 132 hypothetical protein Varpa_4445 Variovorax paradoxus
(4e-54) (YP_004156724)
35 75 LuxR family transcriptional regulator Conexibacter woesei
(0.19) (YP_003395618)
41 208 hypothetical protein mlI3391 Mesorhizobium loti
(3e-05) (NP_104507)
44 145 hypothetical protein ESRG_00655 Escherichia coli
(7e-47) (ZP_16974021)
56 117 Xisl protein Haliscomenobacter hydrossis
(4e-26) (YP_004448723)
57 50 dihydroorotate dehydrogenase 2 Methylobacterium nodulans
(2e-04) (YP_002499706)
58 137 Metallophosphoesterase Pontibacter sp.
(7e-62) (ZP_10400399)
62 93 hypothetical protein (6e-24) Haliscomenobacter hydrossis
(YP_004449529)
64 136 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 2 Nitrosomonas sp.
(4e-62) (YP_004696070)
65 74 Arylsulfatase Pseudomonas putida

(le-10)

(NP_943152)
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Tabela 13. Continuagao

ORF n°de Correspondéncia maxima Organismo — Numero de acesso
aa (e-value)
67 155 GCNb5-like N-acetyltransferase Acidithiobacillus ferrivorans
(1le-58) (YP_004782765)
70 107 multiple antibiotic resistance (MarC)-like Chitinophaga pinensis
protein (YP_003120818)
(7e-42)
71 136 anti-sigma H sporulation factor, LonB Emticicia oligotrophica
(le-78) (YP_006872732)
72 97 Beta-lactamase Runella slithyformis
(1le-36) (YP_004654509)
74 132 hypothetical protein Varpa_4445 Variovorax paradoxus
(6e-57) (YP_004156724)
80 132 hypothetical protein Varpa_4445 Variovorax paradoxus
(1le-58) (YP_004156724)
81 99  histidine kinase A domain-containing protein Haliscomenobacter hydrossis
(4e-36) ('YP_004449410)
86 169 hypothetical protein PE36_08006 Moritella sp.
(8e-13) (ZP_01899591)
90 136 ribosomal protein S4E Solitalea canadensis
(1e-16) (YP_006255047)
91 238 von Willebrand factor type A Rhodothermus marinus
(1e-32) (YP_004826341)
93 97 ATPase AAA Chitinophaga pinensis
(2e-34) (YP_003120992)
94 35 putative integron gene cassette protein Bactéria ndo cultivavel
(1.6) (CAS02911)
99 65 ribosomal protein S4E Solitalea canadensis
(le-17) (YP_006255047)
109 64 hypothetical protein BMB171 C3892 Bacillus thuringiensis
(3e-11) (YP_003666421)
111 107 hypothetical protein XGA 3787 Xanthomonas gardneri
(le-18) (ZP_08184755)
116 224 glycosyl hydrolase Algoriphagus sp.
(1e-59) (ZP_07720449)
117 76 Aldo/keto reductase Bactéria ndo cultivavel
(1e-19) (EKD65600)
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4.2.4 Quantificacdo dos genes de rRNA 16S e intl 1 nas amostras de sedimento

A gPCR foi realizada para determinar a abundancia do gene intl1 no sedimento
do Cérrego da Mina nas duas diferentes coletas. O nimero de cdpias dos genes intl1 foi
calculado de acordo com a respectiva curva padrdo. A quantificacdo atraves de gPCR do
gene rRNA 16S da amostra de sedimento coletada na estacdo chuvosa realizada por
Reis e colaboradores (2013) e da amostra coletada na estacdo seca por Costa e
colaboradores (dados ndo publicados), foram utilizadas para estimar a proporcéo de
células bacterianas que abrigavam um integron de classe neste ambiente. O valor da
quantificacdo do gene intl 1 foi dividido pelo valor da quantificacdo do gene de rRNA
16s a fim de normalizar quaisquer diferencas nas concentrac@es iniciais de DNA entre
as amostras. A proporcdo de células que abrigavam o gene intl 1 em cada amostra, foi
calculada multiplicando a abundancia intl1 normalizada por quatro, porque a célula
bacteriana contém em média quatro copias do gene de rRNA 16S (Hardwick et al.,
2008). A quantificacdo do gene intl 1 das amostras de sedimento SMC e SMS geraram

slope de -3,53 e 0 valor de R2 de 0,99 (Figura 10C).
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Figura 10. (A) Curva de diluicdo; (B) valor de C'da amplificacdo do gene intl1, 1-
SMS, 2 — SMC; (C) Curva padréo

A analise da gPCR revelou que nas amostras de sedimento SMC e SMS 8,5 % e
41,6 % das células bacterianas, respectivamente, apresentaram o gene intll. Estes
resultados sugerem que a abundancia de integrons classe 1 encontrada neste estudo pode
estar correlacionada ao grau de estresse ambiental, que parece variar durante as estacoes
do ano nesse ambiente. Este resultado condiz com o de Wright e colaboradores (2008),
que reportaram maior abundancia de genes intll em comunidades bacterianas sujeitas a
um maior nivel de contaminacdo industrial do que aquelas expostas a um menor nivel
de contaminacéo.

Pouco se sabe sobre a distribuicdo ou abundancia de integrons classe 1 fora do

ambiente clinico, embora varios grupos tenham relatado a sua presenca em ecossistemas
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distintos, incluindo ambientes sujeitos a pressdes seletivas extremas (Rosser & Young,
1999; Barlow et al., 2004; Nandi et al., 2004; Nemergut et al., 2004; Gaze et al., 2005;
Hardwick et al., 2008; Wright et al., 2008). No estudo realizado por Rosser e Young
(1999), a incidéncia de integrons classe 1 em bactérias ambientais isoladas do estuario
Tay, foi de 3,6%. Hardwick e colaboradores (2008) encontraram uma propor¢do média
de 2,65% de células abrigando um integron classe 1 em amostras ambientais da
Austrélia. Estudos baseados em métodos dependentes de cultivo em bactérias de origem
ambiental indicam que entre 1 % e 10 % das bactérias possuem o gene intl1 (Nemergut
et al.,, 2004; Nandiet al., 2004 ; Boucher et al., 2007). No entanto, Biyela e
colaboradores encontraram integrons de classe 1 em mais de 50 % dos isolados
multirresistentes de um rio urbano Sul-Africano. Nestes estudos, a prevaléncia de
integrons classe 1 em bactérias de ambientes naturais foi menor que o encontrado em
isolados clinicos, no entanto é provavel que a proporcdo de bactérias que abrigam
integrons pode ser muito maior, uma vez que <1% das bactérias em amostras ambientais
sdo cultivaveis (Xu et al.,1982).

A abundancia de integrons em amostras ambientais por meio de métodos
independente de cultivo tem sido pouco explorada, portanto, ndo € possivel determinar
se a frequéncia de integrons classe 1 detectada em nosso estudo reflete a abundancia
geral de integrons em ambientes naturais. Os fatores que influenciam a abundancia e
distribuicdo de integrons classe 1 dentro de comunidades bacterianas naturais
permanecem desconhecidos. Com base em estudos anteriores, no entanto, é possivel
afirmar que os integrons estdo dispersos fora do contexto clinico em uma ampla gama
de organismos hospedeiros, incluindo muitas espécies bacterianas ndo cultivaveis. Além
disso, estes elementos apresentam um papel importante na adaptacdo bacteriana, uma

vez que eles sdo capazes de abrigar e expressar uma variedade de cassetes génicos que
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codificam proteinas envolvidas em fungdes adaptativas diversas, proporcionando
vantagens seletivas relevantes frente a diversas pressdes ambientais, além de conferir
fenotipo de resisténcia a antimicrobianos (Stokes et al., 2001; Holmes et al., 2003;
Michael et al., 2004; Nemergut et al., 2004; Stokes et al., 2006; Koenig et al., 2008;

Moura et al., 2010; Rosewarne et al., 2010).

4.2.5 Conclusodes

Observou-se diferenca na diversidade de cassetes génicos e na abundancia do
gene intl 1 entre as amostras de sedimento. A amostra SMS, coletada na estagéo seca,
apresentou maiores concentracfes da maioria de metais e de arsénio em relacdo a
amostra SMC, coletada na estacdo chuvosa. A biblioteca de clones SMS apresentou um
maior indice de diversidade de cassetes génicos, sendo detectados cassetes génicos que
contém ORFs previamente relatadas em estudos com bactérias de ambientes naturais.
No entanto, a maioria dos cassetes génicos presentes nas duas bibliotecas néo
apresentou homologia com sequéncias do GenBank. Portanto, as comunidades
bacterianas de ambientes naturais apresentam uma variedade de ORFs contidas nos
cassetes génicos, ainda ndo caracterizadas. Portanto, o sedimento pode ser um
importante reservatorio de cassetes génicos codificadores de proteinas de diversas
funcbes. Os resultados obtidos pela técnica de gPCR demonstraram uma abundancia
cinco vezes maior de células bacterianas presentes na amostra de DNA total de SMS e
que abrigavam o gene intll do que a amostra SMC. Estes resultados sugerem que 0s
integrons classe 1 podem proporcionar vantagens seletivas relevantes frente a uma
variedade de pressGes ambientais, dependendo do tipo de pressdo seletiva a qual as

bactérias sdo submetidas.
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5 - Conclusao Geral
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Por meio deste estudo foi possivel concluir que os integrons favorecem a
adaptacdo e sobrevivéncia das bactérias tanto em ambientes clinicos como no ambiente
natural. Os cassetes génicos asociados ao integron, apresentam funcdes diversas. Nos
isolados de E. coli, recuperados de fezes de criancas sadias e da urina de mulheres com
ITU foram encontrados cassetes relacionados a resisténcia bacteriana a antimicrobianos
e na amostra de sedimento, a comunidade bacteriana abriga cassetes génicos que
favorecem a adaptacdo destes micro-organismos as pressdes do ambiente. Esses
achados refletem a disseminacdo dos integrons entre bactérias de diferentes habitats e

sua importancia na adaptacédo das bactérias a diferentes pressdes ao longo do tempo.
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Tabela 14. Resultado da busca de sequéncias homologas no GenBank para
caracterizacdo dos cassetes génicos dos isolados de E. coli.

Isolados pb  Gene correspondente Fenotipo Organismo Identidade
(Numero de maxima
acesso)
*56 346 dfrl Trimetoprim Pseudomonas 90%
aeroginosa
(HE583392.2)
*23 1294 aadA5 Estreptomicina e E. coli 98%
spectiomicina (JF806495)
*43 624 dfrl7 Trimetoprim E. coli 100%
(HQ611044)
*46 696 dfrAl7 Trimetoprim E. coli 99%
(JF806498)
**T22 601 aadA22 Estreptomicina e E. coli 99%
spectiomicina (JF806492)
**M13 910 aadAl Estreptomicina e E. coli 99%
spectiomicina (HQ880267)
**H12 636 aadAl Estreptomicina e E. coli 100%
spectiomicina (HQ880267)
**H23 903 aadAl Estreptomicina e E. coli 99%

spectiomicina (HQ880267)

*isolados de mulheres com ITU
**jsolados de criangas sadias
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Sequéncias da integrase dos isolados que ndo apresentaram cassetes génicos

>Isolado 10
GAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGG
CCGCCAATGCCTGACGATGCGTGGAAGCTTGACCGCCAGCCGCTGCATGTCGGGCATCAAATGCCAGCA
ACATAAAGCCACAAGCCATCAGCAGTAAGCCAAAGGCAAACTTCAGCCAGACGCGCAATGCTGAATTGC
CGCGGCTTTCTGGCGACGCCAGCCAGGCCAGAACAACCCCAGCGAGCATCACCGCAATAGCATTCACCG
ACTGGAATAGTGCTGTAGGTACTTCAATATTGAATGCCTGACGATGCGTGGAAGGGGGGGGGGGGCCTCC
CACCCCCCCGTCTTGTAAAATTGATCCACAATTTGAAATCTCGTGCTGAAGCCGAATCGACCCACAACAC
TTGTCACCACCGTCCTTAAAAGTTTCTTCGGATTGTGAACGGAGCCCGAGGACGGGGAAGCCGGCCCAA
CCACTG

>Isolado 15
CCTCCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGATCCTTGACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGAT
CCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCG
AACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAG
CCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAATGCCTGACGATGCGT
GGAATGCTGATGATCTACGCGTTGTCTGGCGTGTTCTATGCCTTTGGCGGGATGTTAGAAGCCGGACGTAT
CGGCTCTGCCACCAACAACCTCGGCTTTATGTATGAGCTGGATGCTATCGCGGCGTGCGTGGTAGGCGGT
GTATCGTTCACCGGCGGTGTGGGGACGGTGATTGGCGTGGTGACCGGGGTAATTATTTTTACCGTCATCA
ACTATGGCCTGA

>Isolado 20
GACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAAACGATG
CTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGCAAGCGCCGCG
ACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGC

>|solado 21
TCCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGATCCTTGACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCC
GCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAA
CCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCC
AGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAATGCCTGACGATGCGTG
GAAGCTTGACCGCCAGCCGCTGCATGTCGGGCATCAAATGCCAGCAACATAAAGCCACAAGCCATCAGC
ACGTAAGCCAAAGGCAAACTTCAGGCCAGACGCGCAATGCTGAATTGCCGCGGCTTTCTGGCGACGCCA
GCCAGGCCAGAACAACCCCAGCGAGCATCACCGCAATAGCATTCACCGACTGGAATAGTGCTGTAGGTA
CTTCAATATTGAATGCCTCGACGATGCGT

>Isolado 24
ACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAAACGATGC
TCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGCAAGCGCCGCGA
CGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAG
CAAGGCCGCCAATGCCTGACGATGCGTGGAAGCTTGACCGCCAGCCGCTGCATGTCGGGCATCAAATGC
CAGCAACATAAAGCCACAAGCCATCAGCAGTAAGCCAAAGGCAAACTTCAGCCAGACGCGCAATGCTG
AATTGCCGCGGCTTTCTGGCGACGCCAGCCAGGCCAGAACAACCCCAGCGAGCATCACCGCAATAGCAT
TCACCGACTGGAATAGTGCTGTAGGTACTTCAATATTGAATGCCT

>Isolado 26
CCAGAATGCCTTGACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCG
AACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGC
AAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCG
TAGAAGAACAGCAAGGC

>Isolado 31
ATCCAGATCCTTGACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCG
AACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGC
AAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCT

>Isolado 100
CGCTTAAAAAGGTCCTCCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGATCCTTGACCCGCAGTTGCA
AACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAA
AACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTT
CCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAAT
GCCTGACGATGCGTGGA
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