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APRESENTACAO

A microbiologia € um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos
microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia,
reproducao, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o0 ambiente
além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avangos importantes na medicina,
agricultura e na industria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada
pela editora Atena € apresentar aqui a obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos
do territério nacional contendo analises de processos bioldégicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os
avang¢os na area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel
os estudos desses seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da
obra “Pesquisa cientifica e tecnolégica em microbiologia”. Sabemos na atualidade
gue os microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta
de conhecimento que havia antes da inven¢do do microscopio hoje ndo € mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes
como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras
novas discussbes, haja vista que enfrentamos a questdo da resisténcia dos
microrganismos a drogas, identificacdo de viroses emergentes, ou reemergentes,
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencializagado do desenvolvimento
tecnolégico no estudo e aplicagdes de microrganismos de interesse.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sédo, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiol6gicos. Portanto a obra prop6e uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras
para os demais pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Assim desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 14
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RESUMO: O presente trabalho teve como

objetivo caracterizar o perfil fenotipico e
genotipico de uma cepa de bactéria resistente
a antibidticos de ultimo recurso, isolada do lago
Agua Preta, manancial de abastecimento de
Belém, Para. Como métodos de caracterizagéo
fenotipica foram utilizados a colorac&o de Gram,
microscopia direta e teste de sensibilidade in
vitro. E para fins de caracterizacdo genotipica
foi realizada a extracdo do DNA gendmico,
diferenciacdo da espécie por meio de PCR
Quadruplex e PCR para identificacéo de genes
deresisténcia. Acepa C40Afoiidentificada como
Escherichia coli pertencente ao filogrupo D. A
bactéria foi resistente a 87,5% dos antibidticos
clinicamente disponiveis para o tratamento de
infeccbes bacterianas e susceptiveis a apenas
12,5% dos mesmos (Imipenem e Canamicina).
Foi identificada a presenca do gene blaCTX
e dos elementos moéveis Intl e Intl2, sendo
estes componentes genéticos, marcadamente
associados a expressao de perfis de resisténcia
a antibidticos.
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PHENOTYPIC AND GENOTYPIC PROFILE OF AN Escherichia coli STRAIN
MULTIRESISTENT TO ANTIBIOTICS, ISOLATED FROM AGUA PRETA LAKE,
BELEM, PARA

ABSTRACT: The present work aimed to describe the phenotypic and genotypic profile
of a bacterium strain resistant to last resort antibiotic, isolated from the Agua Preta
lake, water supply source in Belém, Para. The phenotypic characterization methods
were Gram staining, direct microscopy and in vitro sensitivity test. For genotypic
characterization purposes, genomic DNA extraction, species differentiation through
Quadruplex PCR and PCR for identification of resistance genes were performed.
The C40A strain was identified as an Escherichia coli belonging to filogroup D. The
bacterium was resistant to 87.5% of the clinically available antibiotics for the treatment
of bacterial infections and susceptible to only 12.5% (Imipenem and Kanamycin). The
presence of the blaCTX gene and the mobile elements /Intll and Intl2 were identified.
These genetic components were markedly associated with the expression of antibiotic
resistance profiles.
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11 INTRODUCAO

Os antimicrobianos s&o substancias naturais, quimicas, sintéticas ou
semissintéticas (quimioterapicos), produzidas por varias espécies de microrganismos,
vegetais e animais (OKEKE et al., 2005) Encontram-se dentro do grupo de substéncias
antimicrobianas, que atualmente representam a classe de medicamentos mais
utilizados e prescritos tanto no uso hospitalar quanto n a automedicacéo para o
tratamento de doencas bacterianas (WALSH, 2013).

Os antibidticos sé@o rotineiramente utilizados para combater uma infeccao
estabelecida e possuem a finalidade de eliminar ou impedir o crescimento
bacteriano, no entanto, quando usados de forma incorreta trazem sérios problemas
a saude publica e ao meio ambiente (NICOLINI et al., 2008). Segundo Lohner &
Staudegger (2001), as doencas infecciosas estdo entre as principais causas de
morte da populacdo humana devido ao surgimento de bactérias multirresistentes
aos antibioticos, causada pela utilizacado excessiva e erronea praticada ao longo de
décadas (INSA, 2010).

Este uso indiscriminado permitiu que 0S microrganisSmos conseguissem
se adaptar, por meio de mecanismos de aquisicdo e transferéncia de genes de
resisténcia (CDC, 2010). Adaptacdo esta que contribuiu para a emergéncia e
incidéncia de bactérias patogénicas e resistentes aos antibiéticos ndo apenas em
ambiente hospitalar, mas também no meio ambiente e em animais produtores de
alimentos, representando assim, uma grave preocupacao € ameaca a saude publica
(FORGETTA et al., 2012).
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As bactérias tém sido classificadas como resistentes ou multirresstentes quando
séo inibidas de forma in vitro por antibiéticos apenas em concentracdes superiores
aquelas atingidas de maneira in vivo (SA; FIOL; GROPPO, 2014), quando esta possui
a capacidade de crescer na presenca de um ou de varias classes de antibibticos,
respectivamente, sinalizando assim, o momento em que este ou estes medicamentos
perderam a capacidade de controlar o crescimento bacteriano (SEAN, 2005).

A agua € um meio de disseminacéo de organismos resistentes aos antibioticos
entre popula¢cées humanas e animal, mas também a via pela qual genes de resisténcia
sdo introduzidos no ecossistema de bactérias naturais alterando a microbiota
ambiental, possibilitando assim, o surgimento de cepas multirresistentes nesses
ambientes. Dessa forma, os ambientes aquaticos sdo considerados os principais
recipientes para cepas resistentes e genes de resisténcia a antibiéticos (GILLINGS;
STOKES, 2012).

Nesse contexto, o presente trabalho foi conduzido objetivando a caracterizagcao
fenotipica e genotipica de cepas de bactérias, bem como a identificacdo dos genes
responsaveis pela resisténcia.

2| MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo das analises de caracterizacao fenotipica e genotipica foi
selecionada a cepa C40A, por se tratar de uma cepa previamente identificada
como resistente ao antibittico Cefotaxima e com potencial patogénico a animais de
producdo. A mesma foi selecionada a partir da bacterioteca disponivel do acervo
Centro de Genbmica e Biologia de Sistemas — CBGS/UFPA, isolada em estudo
anterior do lago Agua Preta, localizado no Parque Utinga pertencente 8 COSANPA,
considerado como principal reservatério que serve como fonte de abastecimento da
cidade de Belém, Para.

A cepa foi cultivada em meio caldo MacConkey por 24 horas a 37°C, e
posteriormente, semeada em meio agar MacConkey suplementado com 8ug/ml de
antibiético Cefotaxima.

A fim de destacar diferencas morfologicas e tintoriais apresentadas pelas
bactérias no processo de identificacéo, foi utilizada a técnica de coloragdo de Gram
que permite dividir as bactérias em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-
negativas. O método consiste em tratar sucessivamente um esfregaco bacteriano,
fixado pelo calor, com os reagentes cristal violeta, lugol, alcool-acetona e fucsina por
determinados intervalos de tempo. As bactérias que adquirem coloragao violeta séo
classificadas como Gram-positivas e aquelas que adquirem a coloragéo rosa Gram-
negativas.

Realizada conseguinte a coloracdo de Gram, a técnica de microscopia direta
disponibiliza informagcdes quanto a composicdo celular, morfologia e motilidade
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do microrganismo. As amostras foram observadas por microscéopio optico de luz
direta o qual destacou as caracteristicas morfotintoriais, a disposi¢céo e a quantidade
de microrganismos, dando informag¢des preliminares quanto a identificacdo do
microrganismo.

O antibiograma foi realizado por meio da técnica de difusédo em disco (método
de Kirby & Bauer). A cepa isolada foi diluida em solucéo salina até o valor de 0,5
da escala de MacFarland, posteriormente, esta diluicao foi semeada em placa com
meio de cultura agar Mueller-Hinton com auxilio de um swab estéril. Posterior a isso,
os discos dos 16 antibibticos utilizados foram aplicados sob a superficie da placa
(Quadro 2), este processo foi realizado duas vezes a fim de confirmar os resultados
obtidos. Ap6s 16 horas ou periodo de overnight, de incubacéo a 37°C em estufa, foi
realiza a leitura dos halos de inibicdo segundo os valores padronizados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI. E como controle, foi utilizada a linhagem
E. coliATCC 25922.

Subclasses Antibioticos
Aminoglicosideos Gentamicina (CN) e Canamicina (K)
Carbapenémicos Imipenem (IPM)
Cefalosporinas Ceftazidima (CAZ). Cefotaxima (CTX). Cefepima (FEP). Cefalotina (KPF)
Fenicois Cloranfenicol (C)
Inibidor de B-lactamase Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMC)
Monobactamicos Aztreonam (ATM)
Penicilinas Amoxicilina (AML) e Ampicilina (AMP)
Quinolonas Acido Nalidixico (NA) e Ciprofloxacina (CIP)
Sulfonamidas Sulfametoxazol + Trimetoprim (SXT)
Tetraciclinas Tetraciclina (TE)

Quadro 2: Antibidticos utilizados no teste de susceptibilidade

Fonte: O autor.

As colbnias da cepa C40A inicialmente isoladas em meio soélido, foram
cultivadas em meio triptico de soja (caldo TSB) com agitacdo a 37°C por 24h, e
o pellet foi transferido para tubos eppendorf, onde ocorreu a extracdo do DNA
gendmico utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), segundo o protocolo
especificado pelo fabricante. A quantificacdo do DNA extraido foi realizada utilizando
espectrofotdbmetro NanoDrop e a qualidade do DNA extraido foi avaliada em gel de
agarose 1% e corado com brometo de etidio.

Por meio da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) Quadruplex
utilizando como alvo os genes arpA, chuA, yjaA e o fragmento de DNA TspE4.C2,
caracterizado como um gene de lipase esterase putativo (GORDON et al., 2008).

Para a realizacdo da PCR para identificar os genes de resisténcia, foi
utilizado os primers dos genes: blalMP, blaVIM, blaKPC, blaSHV, blaCTX e blaTEM
(BOCKELMANN et al., 2009; HENRIQUES et al., 2006; HINDIYEH et al., 2011). E
a identificacdo dos integrons Intll e Intl2 também foi realizada utilizando primers
previamente descritos na literatura (MOURA et al., 2010).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O material biolégico obtido a partir do Lago Agua Preta e mantido em glicerol
25% em freezer a -80°C foi cultivado em placas de agar MacConkey, meio este,
seletivo para crescimento de enterobactérias. Apos 24h de incubagcdo a 37°, foi
observado crescimento da cepa C40A de forma pura, sem a presenca de qualquer
contaminante ambiental ou laboratorial (Figura 4).

Figura 4: Crescimento bacteriano em meio seletivo

Fonte: Arquivo pessoal

A partir da coloracéo de Gram, a bactéria foi identificada como gram-negativa,
apresentando-se na configuracao de bacilos (Figura 5).
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Figura 5: Microscopia direta de bactérias submetidas a coloracédo de Gram

Fonte: Arquivo pessoal
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Com base nos resultados obtidos a partir das propriedades morfotintoriais, pode-
se classificar preliminarmente a bactéria como sendo da familia Enterobacteriaceae,
devido a mesma ter manifestado caracteristicas descritas na literatura.

A familia Enterobacteriaceae constitui um grande grupo heterogéneo de
bactérias cujo habitat natural é o trato intestinal de humanos e animais. A familia inclui
numerosos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Proteus e outros). O processo de diferenciacdo dos géneros e espécies é
realizado por meio de uma série de provas bioquimicas. Algumas espécies, em um
mesmo género, sdo muito semelhantes, sendo necessaria a realizagdo de provas
genéticas especificas para diferencia-las (TRABULSI, 2015).

No Brasil ja foram identificadas bactérias resistentes aos antibiéticos em agua
de rio (COUTINHO et al., 2014), lago e lagoa (COUTINHO et al., 2014; MARTINS et
al., 2014), e do mar (COUTINHO et al., 2014)

Também ja foram identificadas bactérias resistentes em estacdes de tratamento
deesgotos (RIBEIRO,2011),emaguadetanquesusadosparaaquicultura(CARVALHO
et al., 2013; RESENDE et al., 2012) e até mesmo em agua potavel (LASCOWSKI
et al.,, 2013). Esse cenério se torna mais preocupante uma vez que em algumas
regides brasileiras o uso da agua apresenta certas limitagées em decorréncia da sua
escassez, mas condicbes de tratamento, contaminacéo por efluentes domésticos,
industriais e/ou agropecuarios contendo residuos de antibioticos (MARENGO, 2008).

Para o teste de disco-difusdo, foram utilizados 16 antibidticos clinicamente
utilizados para o tratamento de infec¢cbes bacterianas, pertencentes a diversas
subclasses deste tipo de farmaco disponiveis para o tratamento de infec¢des. A
partir destes, foi analisada a capacidade de impedir o crescimento microbiano por
meio da medida do halo formado ao redor do disco de antibi6tico (Figura 6). Os
resultados foram interpretados de acordo com os valores estabelecidos pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute — CLSI, utilizando como controle do teste a cepa
padrdao de E. coli (ATCC 25922), cujas variacdes aceitaveis para as medidas dos
halos de inibicao encontram-se estabelecidas no CLSI.
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Figura 6: Resposta do crescimento bacteriano em relagéo a presencga de antibiéticos

Fonte: Arquivo pessoal

As respostas de crescimento ou inibicdo na presenca dos antibiéticos foram
classificadas como: Resistente (R), Intermediario (I) ou Sensivel (S). Podendo-se
observar que dos 16 antibi6ticos utilizados, a cepa C40A apresentou susceptibilidade
a 12,5% dos antibiéticos IMP e K, pertencentes as subclasses carbapenémicos e
aminoglicosideos, respectivamente e apresentou resisténcia a 87,5% dos antibidticos
testados AML, AMC, AMP, CAZ, KPF, CTX, FEP, CIP, CN, C, STX, ATM, NA e TE,
pertencentes as demais subclasses utilizadas no presente estudo (Quadro 3 e 4).

Diametro do halo de inibicio (mm)

Antibiético Padrio CLSI Padrio Diagnictics
observado
R I S
Tmipenem <13 1415 =16 34 S
Canuvicins <13 1417 =18 20 S
Gentamicina <12 1314 =15 12 R
y er— =15 1621 =22 10 R

Demais antibioticos =R - - - -

Quadro 3: Resultados observados do halo de inibicdo do teste de antibiograma

Fonte: O autor.
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Data do ensai10:14/02/2017

Antibiéticos
Colonia AML AMC AMP CAZ KPF C(CTX FEP IPM
E. coli ATCC 25922 OK OK OK OK OK OK OK OK
C40A R R R R R R R S
Antibioticos
Colonia CIp CN C STX K ATM NA TE
E. coli ATCC 25922 OK - OK OK OK OK OK OK

Quadro 4: Resultado do teste de antibiograma

(-) Auséncia de padrédo de controle qualidade. Fonte: O autor.

Vasconcelos et al. (2010) em estudo caracterizou a resisténcia antimicrobiana
de cepas de E. coli isoladas do acude Santo Anastécio (Fortaleza, CE), constatou
que as cepas analiadas apresentaram resisténcia a tetraciclina, acido nalidixico,
ciprofloxacina e ao sulfazotrin. E em desacordo com o presente trabalho, nenhuma
resisténcia foi observada aos antibidticos do grupo dos B-lactamicos (Imipenem).

Li et al. (2016) observaram em seu estudo que todos os isolados de E. coli
coletados em quatro distritos diferentes da China possuiam perfil de multirresisténcia,
mostrando-se resistentes a cefotaxima, cefepima, azetreonam, ceftazidima,
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, ampicilina-sulbactama e piperacilina-
tazobactam. Destaca-se que alguns desses isolados também eram resistentes a
tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, gentamicina e amicacina.
No entanto, foi observado que todos os isolados foram susceptiveis ao imipenem,
confirmando os resultados obtidos no presente estudo.

Os resultados do presente estudo também sdo semelhantes aos apresentados
em estudo conduzido por Gharout-Sait et al. (2015) na Algéria, onde todos os isolados
apresentaram resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico, cefotaxima, ceftazidima,
azetreonam e cefoxitina. A resisténcia dos isolados foi alta para os antibiticos
sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina, clorafenicol e trimetoprim. E baixa para
acido nalidixico e amicacina. Os isolados demostraram-se suscetiveis a imipenem e
antibidticos da subclasse das fluoroquinolonas.

Um estudo desenvolvido em Portugal por Machado et al. (2008) descreveu
a presenca de integrons e de varios genes de resisténcia (como codificadores
de B-lactamases de espectro estendido) em amostras identificadas como sendo
Enterobacteriaceae, provenientes de frangos e suinos. Os resultados deste estudo
mostraram que varios isolados produtores de B-lactamases de espectro estendido
eram resistentes a antibidticos usados na produg¢do animal intensiva. Foi possivel
ainda, concluir que as resisténcias estavam associadas a estirpes de E. coli
comensais de origem animal. Foi aferido que os animais, como as aves e suinos,
podem ser potenciais reservatdrios de bactérias e genes de resisténcia a antibibticos.
Essas bactérias comensais e patogénicas (incluindo estirpes resistentes) podem
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chegar ao ambiente através dos esgotos e contaminar cursos d’agua subterrédneos
e superficiais, desencadeado um problema ambiental.

Em estudo de larga escala realizado em 1427 bovinos na Franga revelou
prevaléncia de 0,4% de E. coli produtoras de ESBL na mastite bovina. Essa
prevaléncia pode ter sido oriunda do tratamento com antibiéticos nos tetos dos
animais, que geralmente é local e altamente administrado, e/ou ao fato de que a
glandula mamaria geralmente é estéril e ndo € um nicho ecolégico favoravel para
troca genética e selecao de resisténcia entre cepas (DAHMEN et al., 2013).

Walk et al., (2009) relataram que varias novas linhagens de Escherichia
sdo geneticamente distintas, mas fenotipica indistinguiveis. Devido a essa alta
similaridade presente entre as bactérias pertencentes a esse género, a técnica de
PCR Quadruplex foi empregada a fim de confirmar a identidade da cepa bacteriana
no presente estudo.

O método pressupde que apenas isolado com um fenétipo tipico de Escherichia
(por exemplo, lactose +, citrato -, indol +) serdo rastreados, isto é, isolados
pertencentes a E. coli ou a qualquer um dos cinco grupos cripticos de Escherichia
(WALK et al., 2009).

Como resultado, a cepa C40A amplificou os genes arpA e chuA, e foi negativa
para a amplificacdo dos genes yjaA e TspE4.C2 (Figura 8).
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chuA

viaAd
TspE4.C2

Figura 5: Amplificac@o de fragmento de E. coli, controle positivo e negativo em PCR
Fonte: ARAUJO, S. (2017).
Pode-se concluir que a cepa C40A trata-se realmente de um exemplar de E.

coli, com base nos parametros de diferenciacao de bactérias do género Escherichia
estabelecidos por Clermont et al., (2013).
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Ainda com base nos obtidos e seguindo recomendacédo de (CLERMONT et
al., 2013) C40A pode ser enquadrada dentro dos filogrupos D ou E, por apresentar
arpA+ e chuA+, conforme padrdo estabelecido pelos mesmos autores (Figura 9),
contudo, microrganismos pertencentes ao filogrupo E s&o unicamente oriundos de
isolados clinicos humanos, enquanto os pertencentes ao filogrupo D séo isolados de
origem ambiental, tidos como virulentos e potenciais causadores de patologias.

M 1 2 % 4 5 & 7 % 9 10 i 1 13 WIS 16 17 18 M
- -—
- - - =00 |'I[)
AP AT - - - . - = -
chud—p™ - ew v ew — e e il
YA = =7 = e — S e -
e "y —
TspE4.C2=p == Rl - = == <100 bp
T E D F B

E. coli sensu stricto E. clades

E. fergusonii I
E. albertii I

Figura 6: Padrbes de classificacao de bactérias do género Escherichia e seus filogrupos.
Fonte: CLERMONT et al., (2013)

Meireles (2013)levandoemconsideracaounicamente osfilogrupos que possuiam
isolados de origem ambiental, desenvolveu método alternativo de classificacéo das
espécies bacterianas dentro de seus respectivos filogrupos, também de acordo com
o padrao de amplificacéo de trés genes marcadores especificos (arpA, chuA, yjaA)
e um fragmento de DNA TSPE4.C2.

Desta forma, confirmando os resultados apresentados pelo estudo de Clermont
et al. (2013), devido ao fato do presente isolado se tratar de um isolado de origem
ambiental, sendo o mesmo foi classificado e confirmado por ambos os métodos de
classificacdo como sendo pertencente ao grupo filogenético D.

Estudo realizado por Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), aponta que os
grupos filogenéticos B2 e D séo isolados principalmente a partir de infecgdes extra-
intestinais e sé@o principalmente constituidos por cepas invasivas. Em estudos
tendo como objeto os grupos filogenéticos foram publicados em outros paises Ira
(GHANBARPOUR; OSWALD, 2010), Israel (BLUM; LEITNER, 2013) Finlandia
(SUOJALA et al., 2011), e esses achados sustentam o papel da E. coli do filogrupo D
e de ocorréncia ambiental como principal agente etiolégico de mastite em bovinos.

Em pesquisa realizada por Casella (2016), o grupo filogenético D, por vezes
considerado como virulento e causador de infeccOes extra-intestinais, predominou
dentre as linhagens de E. colioriundas tanto de carnes quanto do trato gastrointestinal
(TGI) de frangos do Brasil.

A identificacdo dos genes de resisténcia a B-lactdmicos foi realizada por
técnica de PCR com os primers: blaTEM, blalMP, blaSHV, blaCTX, blaVIM e blaKkPC.
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Além dos genes, buscou-se identificar os integrons Intl1 e Intl2 (Quadro 5).

. Gene . . Temperatura Tamanho
Prisors alvo Sequéncia (5°- ¥) anelamento (<C) amplificado (pb)
TEM_F AAAGATGCTGAAGATCA _ .
TEM R | PTEM TTTGGTATGGCTTCATTC - L
SHV_F . GCGAAAGCCAGCTGTCGGGC ,
SHV R | 2/aSHV GATTGGCGGCGCTGTTATCGC . 304
CTX F GTGCAGTACCAGTAAAGTTATGG . i
CTX R LS CGCAATATCATTGGTGGTGCC > e
IMP_F eI D GAATAGAGTGGATTAATTCTC o -
IMP_R e GGTTTAAYAAAACAACCACC 2
VIM_F GATGGTGTTTGGTCGCATATCG _ __
via g | ¥aVIM GCCACGTTCCCCGCAGACG = Wi
KPC F GATACCACGTTCCGTCTGG ,
KPC R e GCAGGTTCCGGTTTTGTCTC e 246
Intll F | Integrase CCTCCCGCACGATGATC o 250
Intll R Classe 1 TCCACGCATCGTCAGGC
Intl2 F | Integrase TTATTGCTGGGATTAGGC o -
Int2 R Classe 2 ACGGCTACCCTCTGTTATC =

Quadro 5: Primers utilizados na identificacdo dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX, blalMP,

blaVvIM, Inth e Intf2.

Fonte: Adaptado HENRIQUES et al., 2006 et al., 2011..
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Os resultados da PCR foram avaliados em gel de agarose (1%) corado com
brometo de etidio e visualizados por meio de eletroforese sob luz UV.

Acepade E. coliapresentou resultado positivo quanto a amplificacdo dos genes
blaCTX e os integrons Intl e Intl2, confirmando assim, a presenca desses genes e
elementos méveis em seu genoma. Entretanto, a espécie mostrou-se negativa quanto
a amplificacao dos genes blaTEM, blalMP, blaSHV, blaVIM e blaKkPC (Quadro 6).

blaTEM blaIMP blaSHV blaCTX blaVIM blaKPC  Intll Intl2
- - . - E g - +

Quadro 6: Resultado PCR dos primers de genes de resisténcia.

Fonte: O autor.

Kotlarska et al. (2015) analisando o perfil de resisténcia de E. coli isolada de
duas estacoes de tratamento de aguas residuais e suas aguas receptoras na Polbnia,
identificou a presenca de integrons de classe 1 e 2 entre os isolados de E. coli
testados com taxa de 32,06% e 3,05%, respectivamente. A presenca de integrons foi
associada ao aumento da frequéncia de resisténcia a fluoroquinolonas, trimetoprim/
sulfametoxazol, amoxicilina/clavulanato, piperacilina/tazobactam e presenca de
feno6tipo de multirresisténcia. Os resultados obtidos neste estudo corroboraram com
os apresentados pelos autores supracitados, contudo, o aumento da frequéncia de
resisténcia ndo foi possivel de ser mensurado para os mesmos antibibticos testados




no estudo de Kotlarska e coladoradores.

Em estudo realizado por Canal (2010) em E. coli isolada de amostras de
agua da Lagoa dos Patos (RS) observou uma associacdo significativa entre a
multirresisténcia aos antibibticos e a presenca de integrons de classe 1 nas amostras
analisadas, onde a maioria dos isolados (67,7%) que apresentaram o /IntH em seu
composicao genética foram considerados multirresistentes, estando este estudo em
concordancia com trabalho apresentado por Henriques et al. (2006) e podendo-se
inferir que em concordancia com os achados no presente estudo.

Casella (2016) objetivando a identificacdo de genes de resisténcias
cefalosporinas de espectro estendido (ESC) mediada pela producao de B-lactamases
de espectro estendido (ESBL) em E. coliisolada partir de carne de frango no Brasil e
na Francga, identificou que o gene blaCTX foi o principal responsavel pela resisténcia
dos isolados a ESC, mas os genes blaTEM e blaSHV também foram detectados.
Estando a maioria dos genes blaCTX associados a integrons complexos de classe
1, resultado que pode ser considerado como similar ao apresentado no presente
estudo.

Cupertino (2016) em estudo realizado com isolados de E. coli provenientes de
animais de producao identificou que 20% do total de isolados apresentou pelo menos
um gene de resisténcia. Sendo, 1% dos isolados positivos para o gene blaSHYV,
5% positivos para o gene blaCTX e 9% positivos para o gene blaTEM. Além dos
resultados acima descritos 2% isolados apresentaram resultado positivo frente a
dois genes simultaneamente: blaCTX e blaTEM. O que diferiu do apresentado neste
trabalho, uma vez que a cepa em estudo amplificou unicamente o gene blaCTX.

41 CONCLUSOES

A cepa C40A foi identificada como sendo uma bactéria da espécie E. coli e
revelou altos niveis de resisténcia a maioria dos antimicrobianos clinicamente
disponiveis para o tratamento de infeccbes bacterianas, exceto para Imipenem e
Canamicina. A cepa classificada como pertencente ao filogrupo D. Foi detectada a
presenca do gene blaCTX e dos elementos moveis Intl e Intl2.
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