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RESUMO

RENATA FERREIRA BOENTE

“Perfil de Susceptibilidade e Deteccdo dos Genes de Resisténcia nos Géneros Bacteroides €
Parabacteroides”

Orientador: Regina Maria Cavalcanti Pilotto Domingues

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias (Microbiologia),
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

O perfil de susceptibilidade a cinco antimicrobianos foi determinado pelo método de
diluicdo em agar para 60 cepas de Bacteroides spp. € Parabacteroides distasonis isoladas da
microbiota intestinal de individuos sadios ou de processos infecciosos de pacientes internados
em dois hospitais do Rio de Janeiro (n = 42), Brasil, ¢ de Paris, Franca (n = 18). Todas as
cepas estudadas foram uniformemente susceptiveis ao metronidazol. A taxa de resisténcia de
cepas de Bacteroides spp. a ampicilina, cefoxitina, tetraciclina e clindamicina foram 98,3%,
11,7%, 68,3% e 23,3%, respectivamente. Todas as cepas de P. distasonis foram resistentes a
ampicilina. As taxas de resisténcia a cefoxitina, tetraciclina e clindamicina foram 37,5%,
87,5% e 50%, respectivamente. Os genes ermF e nim ndo foram detectados no género
Parabacteroides e 37,5%, 12,5%, 12,5% e 87,5% destas cepas albergavam os genes cepA,
cfiA, cfxA e tetQ, respectivamente. Os genes cepA, cfiA, cfxA, tetQ, ermF e nim foram
detectados em 69,2%, 17,3%, 11,5%, 50%, 7,7% e 3,8% das cepas de Bacteroides,
respectivamente. Dez cepas de Bacteroides ¢ Parabacteroides foram positivas para a presenca
do gene cfiA, sendo submetidas ao teste-E para avaliacdo da susceptibilidade a imipenem e a
amoxicilina-clavulanato. A taxa de resisténcia a imipenem ¢ amoxicilina-clavulanato foi de
4,1% e 8,3%, respectivamente. O teste-E MBL revelou a presenga de uma metalo-pB-lactamase
ativa. Essa caracteristica esta sendo descrita pela primeira vez no Brasil. O ensaio de AFLP-
PCR revelou a presenca de fragmentos de tamanho molecular esperado, porém, nao foi
possivel analisar a seqiiéncia deste na tentativa de detectar o elemento de inser¢do responsavel
pela ativacdo do gene cfiA. Os resultados enumerados justificam o constante monitoramento
dos padrdes de susceptibilidade e detec¢ao de determinantes de resisténcia nos gé€neros
investigados.

Palavras-chave: Bacteroides, Parabacteroides, B-lactaimicos, macrolidios, tetraciclina,
metronidazol

Rio de Janeiro
Agosto 2008
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ABSTRACT

Renata Ferreira Boente

“Perfil de Susceptibilidade e Deteccdo dos Genes de Resisténcia nos Géneros Bacteroides e
Parabacteroides”

Orientador: Regina Maria Cavalcanti Pilotto Domingues

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias (Microbiologia),
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas.

Susceptibility to 5 antimicrobials was determined by agar dilution method for Bacteroides
spp. and Parabacteroides distasonis strains isolated from human intestinal microflora and
clinical settings in two hospital in Rio de Janeiro, Brazil (n= 42) and in Paris, France (n= 18).
All Bacteroides isolates were uniformly susceptible to metronidazole. The resistance rates to
ampicillin, cefoxitin, tetracycline and clindamycin were 98.3%, 11.7%, 68.3% and 23.3%,
respectively. All P. distasonis strains were resistant to ampicilin. Cefoxitin, tetracycline and
clindamycin resistance rates were 37.5%, 87.5% and 50%, respectively. The ermF and nim
genes were not found in the genus Parabacteroides and 37.5%, 12.5%, 12.5% and 87.5% of
the Parabacteroides strains possessed cepA, cfiA, cfxA and ftetQ genes, respectively. The
genes cepA, cfiA, cfxA, tetQ, ermF and nim were found in 69.2%, 17.3% 11.5%, 50%, 7.7%
and 3.8% of the Bacteroides strains, respectively. Ten strains of Bacteroides and
Parabacteroides, positive for the presence of cfiA gene, were submitted to E-test with
imipenem and amoxicillin-clavulanate. The resistance rate to imipenem was 12.5% and 8.3%
to amoxicillin-clavulanate. The E-test MBL strip detected the presence of an active metallo-f3-
lactamase. This feature is for the first time described in Brazil. The AFLP-PCR assay detected
the presence of an expected molecular weigth fragment, however, it was not possible to
analyse this sequence in order to detect the insertion element responsible for the activation of
the cfiA gene. These results reinforce the importance of surveying susceptibility patterns and
detection of resistance determinants.

Palavras-chave: Bacteroides, Parabacteroides, B-lactams, macrolides, tetracyclines,
metronidazole

Rio de Janeiro
Agosto 2008
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Introducao

As bactérias anaerobias tém assumido grande importancia clinica nos ultimos anos em
decorréncia de avangos nas técnicas de deteccdo e identificagdo deste grupo microbiano,
sendo ratificado o envolvimento desses microrganismos em diversos processos infecciosos
dos tratos respiratdrio, gastrointestinal e genital feminino atuando tanto como patégenos
unicos quanto em associagdes com microrganismos facultativos (FERREIRA, DOMINGUES
& UZEDA, 2003). Nesse contexto, as espécies do género Bacferoides t€m merecido uma
atencdo especial pela sua alta incidéncia de isolamento ou pelo seu perfil de resisténcia aos
antimicrobianos (KOETH et al., 2004).

O género Bacteroides ¢ composto por espécies reconhecidas como pertencentes ao
antigo “grupo Bacteroides fragilis”. Esse grupo era constituido inicialmente pelas espécies B.
fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, B. distasonis, B. vulgatus, B. uniformis, sendo
posteriormente adicionadas as espécies B.eggerthii, B. caccae, B. merdae e B. stercoris (LIU
et al, 2003). Recentemente, Sakamoto & Benno (2006), reclassificaram as espécies B.
distasonis e B. merdae com base na composi¢do de menaquinonas e analise genética do rRNA
16S. Um novo género foi proposto e estas espécies passaram a ser denominadas
Parabacteroides distasonis e Parabacteroides merdae. Tais espécies sdo classificadas como
bactérias anaerobias estritas, na forma de bastonetes Gram negativos, ndo esporulados e
resistentes a bile. S3o importantes componentes da microbiota anfibiontica de homens e
animais, colonizando diversos sitios como a cavidade oral, o trato gastrointestinal e o trato
genital feminino, participando efetivamente do metabolismo do hospedeiro através da
producdo de vitaminas essenciais, cofatores e dcidos graxos. As doencas infecciosas causadas
por essas espécies ocorrem, geralmente, a partir de alteracdes nestes sitios anatdmicos
ocasionadas por traumas, cirurgias, uso de antimicrobianos ¢ outras condi¢des que podem

interferir com o equilibrio da microbiota (FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003).

Alguns fatores de viruléncia t€m sido descritos na tentativa de determinar o
comportamento patogénico desses microrganismos. Entretanto, estes estudos tém se
restringido principalmente a espécie B. fragilis devido a sua maior prevaléncia e importancia

clinica (KALKA — MOLL et al., 2001).



Uma dos fatores mais bem estudados na espécie B. fragilis ¢ a expressdo de um
complexo polissacaridico capsular (CPC) que possui a classica fungdo anti-fagocitaria, além
da capacidade de induzir a formacdo de abscessos intra-abdominais e promover a aderéncia a
células do hospedeiro (PRUZZO, GUSMAN & RICHETTI, 1989). O CPC ¢ composto por
polissacarideos distintos com diferentes propriedades antigénicas e que se mantém juntos por
interagdes i6nicas (ONDERDONK et al., 1977; SHAPIRO et al., 1986). E importante
ressaltar que a principal caracteristica dos polissacarideos capsulares de B. fragilis ¢ a
presenca de grupos com cargas positivas e negativas em cada unidade repetitiva. Estes
dominios especificos carregados (“zwitterions”) sdo essenciais para a atividade biologica
destas moléculas, em especial no que diz respeito a inducdo de abscessos (KALKA — MOLL
et al., 2001). Estudos mais recentes realizados por Krinos e colaboradores em 2001,
verificaram que B. fragilis é capaz de modular a apresentagdo destes antigenos de superficie
em funcdo de uma ampla combinag¢do de polissacarideos, possivelmente representando um

importante fator na manutengdo do microrganismo no hospedeiro.

A capacidade dos microrganismos em aderir a tecidos do hospedeiro ¢ considerada
como um fator determinante para o estabelecimento de processos de colonizagdo ¢ infecgdo
(BEACHEY, 1981). Para B. fragilis, diversas estruturas de superficie também ja foram
descritas como possiveis adesinas (ONDERDONK et al., 1977, HOFSTAD, 1992;
PATRICK, 1993). As fimbrias parecem estar envolvidas em processos de hemaglutinagdo e
adesdo a células intestinais humanas (PRUZZO, DANIELLI, & RICHETTI, 1984;
FERREIRA et al., 1999), adesinas do tipo lectina ja foram descritas para a espécie
(ROGEMOND & GUINET, 1986), assim como acido sialico e macromoléculas ricas neste
acucar foram identificados como possiveis receptores para estas adesinas (DOMINGUES et
al., 1992). Poucos estudos voltados para a andlise da capacidade de aderéncia de cepas de B.
fragilis aos componentes da matriz extracelular (MEC) foram realizados. Em 1994, Nagy,
Manncke & Werner observaram que cepas pertencentes as espécies B. fragilis e B. vulgatus
possuiam uma maior capacidade de aderéncia a fibronectina. Mais recentemente, em um
estudo conduzido por nosso grupo, Ferreira e colaboradores (2006), identificaram uma
proteina de membrana externa capaz de se ligar a laminina e esta se mostrou idéntica a uma
proteina anteriormente descrita como ligadora de plasminogénio, a Bfp60 (SIJBRANDI et al.,
2005). Dessa forma, a possibilidade de interacdo bacteriana com o sistema fibrinolitico do
hospedeiro pode provocar danos a componentes da MEC, incrementando o potencial de

disseminagdo durante a infeccdo e em um segundo momento, possibilitar a formagao de um



ambiente propicio a multiplicagdo de bactérias anaerobias (GOGUEN, HOE &
SUBRAHMANYMYAM, 1995; LAHTEENMAKI, EDELMAN & KORHONEN, 2005).

A producdo de enzimas hidroliticas capazes de degradar diferentes componentes dos
tecidos também vem sendo descrita como potencial fator de viruléncia de espécies do género,
visto que tem se especulado sobre um possivel papel dessas enzimas na nutricdo e

disseminagdo de cepas de Bacteroides no hospedeiro (BOTTA et al., 1994).

Mpyers e colaboradores (1984; 1985), na década de 1980, descreveram uma proteina
com propriedade enterotoxigénica como um novo fator de viruléncia para a espécie B.
fragilis. Esta enterotoxina, denominada Bacteroides fragilis toxin — BFT, é uma metalo-
protease dependente de zinco que altera a barreira paracelular através da clivagem das
proteinas responsaveis pelas jungdes intercelulares entre as células epiteliais (MONCRIEF et
al., 1998). Os genes que codificam a BFT estdo localizados em uma ilha de patogenicidade
que alberga ainda o gene de uma segunda metalo-protease (MONCRIEF et al., 1998). As
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cepas que possuem esta caracteristica sao denominadas ETBF (do inglés “enterotoxigenic B.
fragilis”) e tém sido isoladas de seres humanos e de outros animais com processos diarréicos
(MYERS et al., 1984, 1985; PANTOSTI et al., 1997). Atualmente, sabe-se que a BFT atua na
degradacdo da E caderina, contribuindo para alteracdes na permeabilidade, inflamagao e até

no desencadeamento de cancer de colon (WU et al., 2003).

A epidemiologia da resisténcia aos antimicrobianos em cepas de Bacteroides isoladas
de espécimes clinicos e da microbiota intestinal tem merecido um certo destaque, uma vez
que esses microrganismos, podem ser responsdveis pela disseminagdo de determinantes de
resisténcia (SALYERS, GUPTA & WANG, 2004). Além disso, cabe salientar a importancia
da deteccao de cepas resistentes em amostras da microbiota intestinal humana visto que essas
podem emergir como possiveis patéogenos endogenos (SOUZA et al., 2000). Dentre essas
cepas, aquelas pertencentes a espécie B. fragilis, sao as mais isoladas de espécimes clinicos
obtidos, por exemplo, a partir de abscessos intra-abdominais e pélvicos, além de bacteremias,
apesar da espécie representar um componente minoritario da microbiota intestinal de humanos
(GIAMARELLOU, 2000). Ja as espécies ditas “ndo-fragilis” sao os componentes de maior

concentragdo nas populacdes de microbiota do colon.



O “grupo B. fragilis” ¢ um grupo heterogéneo quanto a susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos, especialmente aos (- lactdmicos e a clindamicina. A espécie B. fragilis
permanece como a mais susceptivel aos agentes antimicrobianos utilizados no tratamento de
infeccdes por anaerobios. Recentemente, foi relatado, no entanto, um aumento na taxa de
isolamento das espécies “ndo-fragilis” a partir de processos infecciosos, com notavel aumento
na percentagem de cepas pertencentes as espécies B. uniformis € B. caccae (SNYDMAN et
al., 1999; ALDRIDGE & O’BRIEN, 2002). Esses dados sao relevantes tanto na escolha da
terapia empirica quanto na epidemiologia de infec¢des, tendo em vista a maior prevaléncia de
novas espécies (SNYDMAN et al., 1999).0 fenomeno da resisténcia aos antimicrobianos e a
disseminagdo dos elementos genéticos associados a estes fendtipos tém se mostrado como um

dos maiores problemas na clinica médica, limitando cada vez mais as opgdes terapéuticas.

Em um estudo multicéntrico de susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de B.
fragilis, envolvendo paises da Europa e os Estados Unidos (KOETH et al., 2004), foi
detectada a presenga de cepas multi-resistentes ao imipenem, a clindamicina ¢ a combinagao
de amoxicilina e acido clavulanico. Neste estudo, foi possivel observar ainda a presenca de
duas cepas resistentes ao metronidazol, considerado um dos principais antimicrobianos

utilizados no tratamento de infecgdes por anaerdbios.

Em estudo realizado em nosso laboratdrio, Souza e colaboradores (2000) analisaram
comparativamente o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de B. fragilis
isoladas de espécimes clinicos no periodo de 1991 a 1998 ¢ cepas isoladas de microbiota
intestinal coletadas no mesmo periodo. Foi demonstrado que aproximadamente 27% das
cepas de B. fragilis isoladas de espécimes clinicos e 41% das cepas isoladas de amostras de
microbiota intestinal se mostraram resistentes a clindamicina. Todas as cepas isoladas de
espécimes clinicos se mostraram resistentes a penicilina. Neste estudo também foi investigada
a presenca do gene cfiA, que confere resisténcia a carbapenemas e aos [-lactdmicos como a
cefoxitina, sendo este detectado em 2 cepas isoladas de espécimes clinicos.

As espécies de Bacteroides t€ém sido consideradas, por muitos autores, instrumentos
importantes no estudo dos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos por apresentaram
um grande espectro de mecanismos de resisténcia desenvolvidos contra os agentes
antimicrobianos mais utilizados. Conjugado a problematica da resisténcia, esses

microrganismos dispdem de uma gama consideravel de elementos genéticos moveis



responsaveis pela disseminacdo de determinantes de resisténcia (WANG et al., 2003;

SALYERS, GUPTA & WANG, 2004; FERREIRA et al., 2006).

Com objetivo de introduzir ao leitor importantes aspectos da resisténcia nos géneros
Bacteroides e Parabacteroides, consideragoes biologicas e epidemioldgicas da resisténcia aos

antimicrobianos utilizados nesse estudo serdo apresentadas de forma sucinta.

1) Resisténcia a Tetraciclina
A tetraciclina, considerada inicialmente como uma droga promissora para

tratamento de infec¢des anaerdbias, se mostrou ineficaz ja no inicio da década de 1970,
quando foram detectadas cepas de Bacteroides resistentes. Atualmente, praticamente todas as
cepas avaliadas apresentam fenotipo de resisténcia a tetraciclina (SALYERS &
SHOEMAKER, 1996; PAULA ef al., 2004). A entrada desta droga na célula ocorre em duas
fases: difusdo passiva através de poros hidrofilicos na membrana externa e transporte ativo
através da membrana citoplasmatica. Uma vez no interior da célula, o antimicrobiano se liga a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano e impede a ligacdo de aminoacil-tRNA ao seu sitio
de ligacdo no ribossomo (ROBERTS, 1996). Estudos genéticos utilizando cepas de
Bacteroides isoladas de microbiota humana tém mostrado que este género possui elementos
conjugativos responsaveis pela transferéncia de genes (SALYERS & SHOEMAKER, 1992;
SALYERS et al., 1995) como os transposons conjugativos (CTn) da familia CTnDOT, que
carreiam o gene de resisténcia a tetraciclina, tetQ. A excisdo € estimulada por tetraciclina
(CHENG et al., 2001) e estudos anteriores identificaram quatro genes essenciais para este
evento (STEVENS, SHOEMAKER & SALYERS, 1990; CHENG et al., 2001). Um deles foi
identificado como sendo uma integrase denominada infDOT localizado em uma extremidade
do CTn. Os outros genes estdo localizados em um cluster denominado orf2c localizado a
juzante do gene da integrase. A expressao de intDOT parece ser constitutiva devido a
ocorréncia de eventos de integracdo na presenca ¢ auséncia de tetraciclina (CHENG et al.,
2000). Dessa forma, os genes responsaveis pela excisdo regulada do CTn estdo localizados no
cluster orf2c. Entretanto, outros genes parecem ser responsaveis pela regulacdo dos genes
presentes no operon orf2c, sendo denominados rteA, rteB e rteC (STEVENS et al., 1993). Na
presenca de tetraciclina, as proteinas RteA e RteB estimulam a expressdo de rtzeC.
Posteriormente, RteC atua como ativador para estimular a expressdo de genes no operon

orf2c. Finalmente, os produtos dos genes desta regido suplementam a acdo de IntDOT



permitindo a formacdo de um intermediario circular do CTnDOT. Apds essa etapa, ocorre a
transferéncia conjugativa deste intermediario circular a célula receptora. Em seguida, a forma
circular ¢ integrada ao cromossomo (WHITLE, SHOEMAKER & SALYERS, 2002; MOON
et al., 2005)

O gene tetQ codifica uma proteina citoplasmatica que possui a seqiiéncia de
aminodcidos da por¢do N-terminal similar aos fatores de alongamento Tu e G. Tal proteina ¢é
capaz de tornar a maquinaria de sintese protéica do ribossomo resistente a acao da tetraciclina.
As similaridades na seqiiéncia de aminoacidos entre proteinas de protecdo do ribossomo e os
fatores de alongamento Tu e G sugerem que proteinas ribossomais podem atuar como fatores
de alongamento resistentes a tetraciclina ou podem bloquear a ligacdo da tetraciclina ao
ribossomo (ROBERTS, 1996).

Wang, Shoemaker e Salyers (2004), ao estudarem a regulagdo do operon fefQ em
cepas do grupo Bacteroides, encontraram um segmento de RNAm de 130pb entre o sitio de
inicio da transcri¢do e o primeiro possivel codon de iniciacdo do gene ferQ. Analises dessa
regido revelaram um complexo “hairpin” imediatamente a montante do codon de iniciagao da
proteina TetQ. Essa estrutura provavelmente impede a ligagdo do RNAm ao sitio de ligagao
do ribossomo. Neste estudo também foi demonstrado que RNAm foi produzido independente
da estimulagdo por tetraciclina, ou seja, tanto na presenca quanto na auséncia de tal
antimicrobiano. Esses resultados apoiam a hipdtese de que a regulagdo do operon ¢ mediada
por um mecanismo de atenuagdao da transcricdo, onde possivelmente, a estimulagdo por
tetraciclina leva o ribossomo a se mover mais lentamente ao longo da regido lider (regido
entre o sitio de iniciagdo da transcri¢do e o codon de iniciagdo do gene terQ, e entdo, de
alguma forma, essa mobilidade alterada levaria a ruptura de uma regido do “hairpin”,
expondo o sitio de ligacdo ao ribossomo e, portanto, 0 mRNA do gene fefQ poderia ser
traduzido.

Devido a sua alta concentragdo no colon humano, as espécies do grupo Bacteroides
parecem estar envolvidas na transferéncia horizontal de genes. Uma indicacdo deste evento ¢
a observacdo de que quase todas as cepas de Bacteroides isoladas de processos infecciosos
sdo resistentes a tetraciclina pela aquisicdo de um Unico gene, o tetQ, encontrado em um
transposon conjugativo. Dessa forma, o gene fefQ ¢ utilizado como marcador genético em
estudos que visam detectar a transferéncia horizontal de genes entre espécies do grupo
Bacteroides e outros géneros (SHOEMAKER et al., 2001; SALYERS, GUPTA & WANG,
2004).



2) Resisténcia a Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas
Os componentes do grupo denominado MLS (macrolideos, lincosamidas e

estreptograminas) compartilham sitios superpostos de ligacdo no centro peptidiltransferase
(PTC) na subunidade 50S do ribossomo. A resisténcia aos macrolideos confere resisténcia aos
outros componentes do grupo (MOAZED & NOLLER, 1987). Interagdes entre os
componentes do grupo MLS mostram que esses compostos se ligam aos dominios Il e V do
rRNA 23S, bloqueando a formagdo de ligacdes peptidicas (HANSEN, MAUVAIS &
DOUTHWAITE, 1999; HANSEN, KIRPEKAR & DOUTHWAITE, 2001; POEHLSGAARD
& DOUTHWALITE, 2003). A clindamicina e a eritromicina, drogas usadas no tratamento de
infecgdes por anaerdbios sdo representantes do grupo, sendo a primeira uma lincosamida e a
segunda, um macrolideo. Os percentuais de cepas resistentes a clindamicina e a eritromicina
em diversos paises tem variado drasticamente, sendo influenciado possivelmente pelo nivel de
consumo destes farmacos. Estudos tém constatado a elevacdo consideravel destas taxas de
resisténcia, o que torna essencial a aplica¢@o de politicas rigorosas de vigilancia (DUBREUIL
et al., 1992; WATANABE, UENO & KATO, 1992; HECHT, VEDATAM & OSMOLSKI ,
1999).

Dois mecanismos distintos de resisténcia foram descritos. O primeiro deles se da por
uma bomba de efluxo codificada pelo gene mefA, primeiramente descrito em cepas de
Streptococcus pyogenes (CLANCY et al., 1996). Esse fendtipo descrito como fendtipo M,
gera baixos niveis de resisténcia a eritromicina, porém, ndo leva a resisténcia a clindamicina.
O segundo mecanismo ¢ comumente encontrado entre as espécies de Bacteroides. Neste caso,
uma metilase codificada pelo gene erm promove a metilacdo de um ou dois residuos de
adenina no RNAr 23S, num evento similar ao que ocorre em estafilococos com fenotipo de
resisténcia a macrolideos/lincosamideos/estreptogramina B (MLS) (MARSH et al., 1983).

O gene que codifica resisténcia a eritromicina, ermF, foi primeiramente associado ao
género Bacteroides e géneros relacionados (WANG et al., 2003). O mesmo pode ser carreado
em transposons conjugativos (CTns), como por exemplo CTnDOT, que além do gene ermF
carreia o gene de resisténcia a tetraciclina, fefQ. Este transposon estd amplamente
disseminado no género Bacteroides e pode estar diretamente relacionado a eventos de
transferéncia horizontal de genes (WANG et al., 2003). Alguns estudos com cepas do género
Bacteroides, identificaram o gene ermF como o determinante de resisténcia predominante
para eritromicina (SHOEMAKER et al., 2001; WHITTLE et al., 2001).

No entanto, algumas cepas de Bacteroides apresentaram o gene ermG, previamente

descrito em Bacillus sphaericus, uma bactéria Gram-positiva presente no solo (MONOD,



MOHAN & DUBNAU., 1987). A seqiiéncia de DNA do gene ermG detectado em cepas do
género Bacteroides apresentou 99% de similaridade com a seqiiéncia descrita em B.
sphaericus (COOPER, SHOEMAKER & SALYERS, 1996). Wang e colaboradores (2003),
através de estudos moleculares detectaram CTns de aproximadamente 75Kb, carreando o
gene ermG em cepas do género Bacteroides denominando-o CTnGERMI. Foi verificado que
este elemento movel ndo esta relacionado aos CTns da familia CTnDOT, visto que este CTn
transfere o gene ermG independentemente do co-residente zefQ.

Paula e colaboradores (2004), através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(“Polymerase Chain Reaction” — PCR), detectaram o gene ermF em 11% das cepas resistentes
a clindamicina analisadas. Essas cepas carreavam também o gene tetQ e provavelamente
pertencem a familia T¢'Erm" . No entanto, em 16 cepas resistentes a clindamicina, ndo foi
detectado o gene ermF. E possivel que outros genes como ermG e ermB, também detectados

no género Bacteroides, estivessem envolvidos nesse fendtipo (SHOEMAKER et al., 2001).

3) Nitroimidazéis

Os 5-nitroimidazois (5-Ni) (metronidazol, tinidazol e ornidazol) compdem um dos
principais grupos de antimicrobianos utilizado no tratamento de infec¢des anaerobias, pois
apresentam uma excelente atividade, principalmente devido aos baixos percentuais de cepas
resistentes detectados até o momento (< 5%) (DUBREUIL et al., 1992; WATANABE, UENO
& KATO, 1992; PATEY et al., 1994). Os 5-Ni sdo pro-drogas inativadas que entram na
célula por difusdo simples e sua posterior ativagdo requer reducdo intracelular do grupo nitro
resultando na producdo de intermediarios de vida curta: radicais nitro-anionico(R-NO2),
nitroso (R-NO) e o hidroxilamino (R-NHOH). Acredita-se que o radical nitro-anidnico seja a
molécula mais ativa, capaz de oxidar macromoléculas, particularmente 0 DNA, culminando
com a quebra das fitas simples e duplas, sua subseqiiente degradacdo e morte celular
(CHURCH & LAISHLEY, 1995; REYSSET, 1996). Os 5-Ni sdo estaveis somente sob
condigdes anaerobias, sendo prontamente inativados na presenca de oxigénio (EDWARDS,
1993).

Em um estudo molecular foi demonstrado que o fenétipo de susceptibilidade reduzida
ao metronidazol estava associado a presenca de genes denominados nim (REYSSET,
HAGGOUD & SEBALD, 1993; REYSSET, 1996). Foram identificados quatro genes
relacionados a esse fenotipo em espécies de Bacteroides, trés deles localizados em plasmidios

mobilizaveis (nimA, nimC e nimD) e o quarto (nimB) mapeado no cromossomo (HAGGOUD



et a.l., 1994; TRINH et al.,1995). Em 1997, Carlier e colaboradores, analisando propriedades
fenotipicas de cepas resistentes e sensiveis ao metronidazol, sugeriram que os genes nim
(A,B,C e D) codificam uma redutase que converte 4- ou 5- nitromidazdis a 4- ou 5-
aminoimidazois, impedindo desta forma a formag@o de radicais nitrosos toxicos, os quais sdo
essenciais para atividade antimicrobiana. Em 2000, Stubbs e colaboradores caracterizaram um
novo gene através das técnicas de PCR e “Restriction Fragment Length Polymorphism”
(RFLP), o qual exibiu 75% de similaridade com a seqiiéncia do gene nimB, e passou a ser
designado nimE. Recentemente, foi detectado o gene nimE no género Veillonella,
apresentando 99,8% de similaridade com o gene descrito em B. fragilis. Tal estudo sugere que
o gene esteja localizado em um plasmidio presente em poucas coOpias na célula
(MARCHANDIN et al., 2004). Mais recentemente, um novo gene designado como nimF,
apresentando 78% de similaridade com o gene nimD, foi descrito em uma cepa do grupo B.
fragilis (LOFMARK et al., 2005). Em 2004, Gal e Brazier, detectaram um novo padrio de
fragmento no RFLP, encontrando um novo gene nim, nimG, que compartilha 83% de
similaridade com o gene nimB previamente descrito. A resisténcia ao metronidazol tem sido
relatada na Europa (DUBLANCHET et al, 1986), Africa (LUBBE, STANLEY &
CHALKLEY, 1999) e mais recentemente nos EUA (SCHAPIRO et al., 2004).

Em estudo realizado em nosso laboratorio, foram detectadas 10 cepas de Bacteroides
apresentando fenotipo de susceptibilidade reduzida a 5-Ni para as quais nenhum gene nim foi
detectado. Além disso, no mesmo estudo, foi detectada uma cepa de B. fragilis carreadora do
gene nimB, mas que ndo apresentava tal fenotipo, mostrando-se sensivel a esses
antimicrobianos. Tais resultados apontam para a importancia da avaliacdo do perfil de
resisténcia aos 5-Ni, ja que uma provavel iminéncia de cepas resistentes ndo pode ser
descartada (VIEIRA et al., 2005).

Acredita-se que os genes nim estejam ‘“‘silenciosos” ou estdo sendo expressos em
niveis que permitam a célula sobreviver na presenga de concentragdes sub-inibitérias do
antimicrobiano. Em Bacteroides spp., elementos IS (seqiiéncia de inser¢do) tém sido
envolvidos na modulagio da expressdo desses genes de resisténcia (SOKI et al., 2006).

Soki e colaboradores (2006) analisaram cepas pertencentes ao género Bacteroides
quanto a presenga dos genes nimA-E, sua localizacdo em plasmidios ou cromossomo e
demonstragdo do elemento IS ativador. Neste estudo, ndo foi possivel correlacionar um
elemento IS especifico para cada gene. Porém, um novo elemento IS provou estar associado

exclusivamente com o gene nimE testado. Neste estudo foi possivel observar ainda a presenca



dos genes nimA, nimC e nimD, inicialmente associados a plasmidios, albergados no

Cromossomao.

4) B-lactamicos
As espécies do “grupo B. fragilis” t€ém sido reconhecidas como as bactérias anaerobias

mais resistentes aos agentes antimicrobianos, principalmente aos B-lactamicos, desde a
década de 1970 (SOUZA et al., 2000). Estes antimicrobianos inibem a sintese da parede
celular bacteriana através da ligacdo as proteinas ligantes de penicilina (PBPs). As PBPs sdo
enzimas responsaveis pelas etapas finais das ligacdes cruzadas da estrutura da parede celular
(MIMS et al., 1993). A inibi¢do de uma ou mais destas enzimas essenciais resulta em
acumulo das unidades precursoras da parede celular, o que por sua vez induz a ativagdo do
sistema autolitico da célula resultando em citdlise (MIMS ef al., 1993). Dentre os principais
tipos de estratégias de resisténcia aos B-lactdmicos entre as bactérias do género Bacteroides
estdo a presenca de PBPs de baixa afinidade, decréscimo da permeabilidade da membrana
externa e, principalmente, a produg¢do de [-lactamases (NORD & HEDBERG, 1990;
RASMUSSEN, BUSH & TALLY, 1997), sendo esta ultima usada pela maioria das cepas de
B. fragilis isoladas de espécimes clinicos. Bactérias produtoras de -lactamases secretam a
enzima no espago periplasmatico onde sdo capazes de destruir os antibidticos f-lactamicos,
antes que estes alcancem as PBPs (WALSH, 2000). A maioria dessas enzimas sio
cefalosporinases constitutivas com atividade contra penicilinas e cefalosporinas de limitado e
amplo espectro, inibidas por 4cido clavulanico, sulbactan e tazobactan (PARKER & SMITH,
1993) pertencentes a classe A de Ambler e codificadas pelo gene cepA presente no
cromossomo ou, raramente, pelo gene cfxA (YAMAOKA et al., 1990), detectado no
transposon mobilizavel Tn4555 (TRIBBLE, PARKER & SMITH, 1999).

Em 2007, Ferreira e colaboradores analisaram a associagdo entre a presenca do
Tn4555 e a disseminacao do gene cfxA em cepas pertencentes aos géneros Bacteroides ¢
Parabacteroides. Neste estudo, foi possivel detectar o elemento de transposi¢do albergando o
gene cfxA em cepas de P. distasonis e B. vulgatus através de ensaios de hibridizagao.

Por essa razdo, os B-lactamicos de escolha para o tratamento de infecgdes associadas
a B. fragilis incluem combinagdes de [-lactamicos/inibidores de [-lactamases, as
carbapenemas e, eventualmente, a cefoxitina.

Entretanto, a producdo de uma metalo-B-lactamase dependente de zinco por cepas de

B. fragilis tem comprometido o uso clinico de cefalosporinas e carbapénicos. Esta enzima
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codificada pelo gene cfiA presente no cromossomo bacteriano (THOMPSOM & MALAMY,
1990) ou em plasmidios (BANDOH et al., 1991) pertence ao grupo funcional 3 e € inibida por
EDTA (THOMPSOM & MALAMY, 1990). A expressao desta metalo--lactamase tem sido
relatada em cepas de B. fragilis isoladas de espécimes clinicos nos EUA (CUCHURAL,
MALAMY & TALLY, 1986), Franca (PODGLAIJEN et al., 1992) e Reino Unido
(RASMUSSEN, GLUZMAN & TALLY, 1991). Tem sido demonstrado, no entanto, que um
pequeno numero de cepas de B. fragilis carreiam o gene “silencioso” da metalo-B-lactamase o
qual requer migracdo de uma seqiiéncia de insercao (IS) @ montante do gene para que este seja

expresso (PODGLAJEN, BREUIL & COLLATZ, 1994).

Soki e colaboradores (2004) realizaram um “screening” em cepas de Bacteroides
resistentes a carbapenemas isoladas de fezes de individuos sadios e encontraram cepas de B.
fragilis positivas para o gene cfiA por PCR, porém, estas ndo apresentavam a IS a montante
do referido gene, sendo este inativo. Ainda assim, essas cepas apresentaram atividade
meropenemase especifica. Neste estudo foi detectada também a presenca de uma cepa de B.
distasonis (atual P. distasonis) que ndo albergava o gene cfiA, mas que apresentava atividade
de meropenemase, sendo que esta se mostrava maior do que a apresentada pelas cepas
positivas para o referido gene por PCR. Esses resultados levam a acreditar na existéncia de

um novo mecanismo de ativagdo do gene cfiA ou de producido de uma nova carbapenemase.

Em estudo realizado pelo nosso grupo, Paula e colaboradores (2004) verificaram a
distribuicdo de determinantes de resisténcia em cepas de B. fragilis isoladas de quadros de
bacteremia, microbiota intestinal e trato genital feminino (TGF) no periodo de 1999-2000. Tal
estudo evidenciou a presenga do gene cfiA em 5% das cepas de um total de 99 cepas
analisadas, sendo 40% dessas cepas isoladas de microbiota intestinal, 40% isoladas de TGF e
20% isoladas de bacteremia. Ja o gene cfxA foi detectado em 24% das cepas das quais 12,5%
albergavam também o gene cfiA. Esse genotipo mostrou-se igualmente distribuido dentre as

fontes de isolamento.

A emergéncia de resisténcia a antimicrobianos entre bactérias anaerdbias,
principalmente entre as espécies do género Bacteroides tem se apresentado como um dos
maiores problemas na selecdo da terapéutica. A compreensao dos mecanismos envolvidos
nessa resisténcia e programas de monitoramento s3o estratégias que visam minimizar esse

quadro e que justificam estudos constantes.
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Objetivos

Em fun¢do da emergéncia da resisténcia aos antimicrobianos dentre as bactérias
anaerobias, principalmente dentre as espécies dos gé€neros Bacteroides e Parabacteroides, o
objetivo deste estudo foi o de investigar os niveis de resisténcia aos principais
antimicrobianos utilizados na terapia das infec¢des anaerdbias procurando apresentar os
principais determinantes genéticos associados a tais padrdes de resisténcia em cepas isoladas

de espécimes clinicos e da microbiota intestinal. Os objetivos especificos deste estudo foram:
(a) Determinar o perfil de susceptibilidade de cepas de Bacteroides spp. e Parabacteroides
spp. aos seguintes antimicrobianos: tetraciclina, ampicilina, cefoxitina, clindamicina e

metronidazol;

(b) Detectar os principais determinantes de resisténcia associados a resisténcia aos

antimicrobianos supracitados nas cepas em estudo através da técnica da PCR;

(c) Determinar o perfil de susceptibilidade a imipenem e amoxicilina-clavulanato de cepas

selecionadas de Bacteroides spp. € Parabacteroides spp através do teste Epsilométrico.
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Material e Métodos

(1) Cepas bacterianas
Foram analisadas 52 cepas pertencentes ao género Bacferoides e 8 cepas previamente

identificadas como Parabacteroides distasonis (tabelas 1 e 2) pertencentes a Colecdo de
Culturas do Laboratoério de Biologia de Anaerébios (IMPPG/UFRJ), tendo estas sido isoladas
de individuos sadios da comunidade e de pacientes internados no Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF) e no Hospital Municipal Cardoso Fontes (HMCF), ambos
localizados na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, no periodo de 1999 a 2005, bem como cepas
isoladas de pacientes internados no Centre Hospitalier Intercommunal Villeneuve-Saint-
George (CHIV), Paris, Franca, no periodo de 1999 a 2001, gentilmente cedidas pelo Dr. Jean-
Philippe Emond.

(2) Condicoes de cultivo
As cepas foram reativadas em caldo BHI (“Brain Heart Infusion”- Dfico) -PRAS (“Pre-

Reduced Anaerobically Sterilized”) a partir de estoque em BHI-agar inclinado, sendo
incubadas por 24h a 37°C. Critérios de viabilidade e pureza foram utilizados, apos semeadura
em placas de dgar sangue suplementadas com vitamina K (menadione) (10 pg/mL, Sigma) e
hemina (5 pg/mL, Sigma) (ASS). Apos o periodo de incubag@o, em ambiente de anaerobiose
(80% de Na, 10% de H, e 10% de COy), as colonias foram repicadas para novo caldo BHI-
PRAS, para avaliacdo morfo-tintorial pelo método de Gram, modificado por Kopeloft, e
confirmagcdo do tipo respiratorio (JOUSIMIES-SOMER et al, 2002; FERREIRA,
DOMINGUES & UZEDA, 2003)

Eventualmente, cepas com comportamento atipico foram estudadas quanto a capacidade
de produgdo de indol, produgdo de catalase e fermentacdo de carboidratos, utilizando métodos
convencionais empregando meios PRAS para identifica¢do de espécie (JOUSIMIES-SOMER
et al., 2002; FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003) e a identificagdo foi confirmada
utilizando o sistema API 20 A (BioM¢rieux, S.A., Marcy I’Etoile, Franga) seguindo as

recomendacoes do fabricante.
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(3) Manutencao das cepas
As cepas foram estocadas a —20°C em 10% de leite desnatado (Molico — Nestlé ®)

acrescido de 20% de glicerol (Vetec) e, durante os experimentos, foram mantidas através
de repique de caldo BHI-PRAS para BHI-4gar inclinado (JOUSIMIES-SOMER et al.,
2002; FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003).

(4) Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

(4.1) Método de diluicio em agar

(4.1.1) Antimicrobianos

Foram utilizados os seguintes antimicrobianos comercializados pela Sigma:
Tetraciclina, Ampicilina, Cefoxitina, Clindamicina ¢ Metronidazol para a determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) de todas as cepas estudadas. O preparo das solugdes
estoques dos antimicrobianos bem como as concentragdes atingidas pelos mesmos a partir da
diluicdo do estoque, que variam de 2560 pg/mL a 1,25 pg/mL, seguiram as normas do CLSI
(2007).

(4.1.2) Indculo
As cepas foram cultivadas em caldo BHI-PRAS por 24h a 37°C. As células

bacterianas foram diluidas em caldo Brucella (Becton Dickinson, Cockeysville, EUA) e a
suspensdo bacteriana ajustada a escala 0,5 de McFarland, que se correlaciona com

aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL.

(4.1.3) Meio de cultura e preparo das placas
Foi utilizado o meio de cultura Brucella-agar suplementado com 5% de sangue

desfibrinado de carneiro. Cada dilui¢do do antimicrobiano correspondeu a uma placa com
17mL de Brucella-dgar, 1 mL de sangue e 2 mL da diluicdo correspondente do
antimicrobiano. A concentragdo final do antimicrobiano atingiu a faixa de 256ug/mL a 0,015
ug/mL. Além das placas com os antimicrobianos, foram preparadas 4 placas sem
antimicrobianos como controles de crescimento bacteriano, atestando a qualidade e pureza do

teste, antes e apos a inoculagao.
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(4.1.4) Inoculagao
As cepas em analise incluindo duas cepas padrdo, B. fragilis ATCC 25285 ¢ B.

thetaiotaomicron ATCC 29741, foram incubadas, utilizando-se o replicador de Steers, da
seguinte forma:
(a) Inoculagdo de duas placas-controles para incubagdo em atmosfera de anaerobiose e
aerobiose antes da inoculacao das placas contendo antibiotico;
(b) Inoculagdo das placas contendo as solu¢des de antimicrobianos, seguindo ordem
crescente de concentrag@o das solugdes do antimicrobiano nas placas;
(c) Inoculagdo de duas placas-controles para incubacdo em atmosfera de anaerobiose e

aerobiose ap0ds a inoculagdo das placas contendo antibiotico.

(4.1.5) Incubagio
As placas inoculadas foram incubadas a 37°C em jarra (BBL®) em ambiente de

anaerobiose, obtido através da remocdo do ar atmosférico das jarras de anaerobiose,
utilizando bombas de vacuo e lavagens sucessivas com mistura gasosa de 80% de N, 10% de
H; e 10% de CO,, retendo-se esta mistura nas jarras de anaerobiose (JOUSIMIES-SOMER et
al., 2002; FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003). Duas das placas controle, utilizadas
antes e apos a inoculacdo das placas contendo antibidtico foram incubadas em ambiente de
anaerobiose para confirmagdo da viabilidade e duas outras em aerobiose para avaliar a pureza

das cepas testadas.

(4.1.6) Leitura e interpretacao de resultados
Ap6s 48h de incubacdo, foi realizada a leitura das placas inoculadas, utilizando-se como

padrdao de crescimento bacteriano as placas sem antimicrobiano incubadas em ambiente de
anaerobiose. A CIM foi determinada como a concentracdo onde ocorreu a reducdo mais
significativa do crescimento, o que pode se manifestar como uma completa inibicdo do
crescimento ou uma diminui¢do acentuada do mesmo, ou seja, a presenca de 2 a 3 colonias.
As placas controle incubadas em aerobiose foram examinadas antes da determinagdo da CIM
para cada cepa. Qualquer crescimento nessas placas indicativo de contaminagao seguiu-se a
repeticao do teste. O mesmo procedimento foi feito quando a CIM das cepas padrao testadas,
Bacteroides fragilis ATCC 25285 e Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741, se encontrou
fora da faixa de concentracdo estabelecida pelo CLSI (2007).
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(4.2) Método do teste Epsilométrico

(4.2.1) Antimicrobianos

Foram utilizadas fitas de Teste-E (ABBiodisk, Solna, Suécia) com imipenem e
amoxicilina-clavulanato para a determinacdo da CIM de cepas selecionadas segundo
recomendacdes do CLSI (2007). A concentragdo final atingiu a faixa de 256ug/mL a 0,016
pg/mL.

(4.2.2) Indculo

As cepas foram cultivadas em Brucella (Becton Dickinson, Cockeysville, EUA) 4gar
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro por 18h a 37° C. As células
bacterianas foram diluidas em caldo Brucella e a suspensdo bacteriana ajustada a escala 1 de

McFarland, que se correlaciona com aproximadamente 3 x 10® UFC/mL.

(4.2.3) Inoculagao
A inoculagao foi realizada como auxilio de um swab que foi introduzido na suspensao

do in6culo. O excesso de fluido foi removido pressionando-se o swab contra parede interna
do tubo e, em seguida procedeu-se a semeadura em Brucella-agar-sangue. Apds o periodo de
15 minutos, necessario para que o excesso de indculo fosse absorvido, uma fita de Teste-E
correspondente a cada antimicrobiano utilizado foi posicionada na placa de maneira que os
halos de inibicdo provocados pela diluicdo dos antimicrobianos no meio ndo se
sobrepusessem. As placas inoculadas foram incubadas a 37°C em jarra (BBL®) em ambiente
de anaerobiose. Apos 48h de incubagdo, foi realizada a leitura das placas inoculadas com as

cepas selecionadas.

(4.2.4) Leitura e interpretacdo de resultados
O valor da CIM foi determinado pelo ponto de inibi¢do da elipse que intercepta a

lateral da fita. Dessa forma, quando o crescimento ocorre ao longo da fita, nenhuma elipse ¢
vista ¢ o valor da CIM ¢ relatado como maior (>) o maior valor na escala. Quando a elipse de
inibicao estd abaixo da fita, o valor € relatado como menor que (<) o menor valor na escala. O
teste E gera valores da CIM a partir de uma escala continua e pode fornecer resultados entre
as dilui¢des convencionais utilizadas pelo CLSI. Dessa forma, o valor da CIM que esteve
entre as diluicdes foi relatado como a maior concentragdo mais proxima. Para garantir a
confiabilidade dos testes, as cepas padrido Bacteroides fragilis ATCC 25285 e Bacteroides
thetaiotaomicron ATCC 29741 foram utilizadas. Foi realizada ainda a contagem de colonias

para verificar a densidade do indculo em relagdo a células vidveis (CFU/mL). Esse teste
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consistiu em diluir a suspensdo de indculo em 1:1000 e semear 1uL. em meio Brucella agar

sangue. Um indculo aceitavel forneceu entre 100 ¢ 500 coldnias, ou seja, 5 x 10° CFU/mL .

(5) Verificacio da producio de metalo-f-lactamase (MBL)
A produgdo de MBL foi verificada usando a fita de Teste-E MBL. Essa fita ¢

constituida de diferentes concentragdes de imipenem compreendidas entre 4 e 256pg/mL. Na
extremidade oposta, a fita ¢ constituida de imipenem ¢ EDTA em concentracdes que variam
de 1,0 a 64pg/mL. O inodculo foi preparado de acordo com o item 4.2.2 de Material e
Métodos. Em seguida, o indculo foi aplicado em meio de cultura Brucella-agar suplementado
com 5% de sangue desfibrinado de carneiro com o auxilio de swab como descrito
previamente no item 4.2.3 de Material e Métodos. As placas inoculadas foram incubadas a
37°C em jarra (BBL®) em ambiente de anaerobiose. Apos 48h de incubagio, foi realizada a
leitura das placas inoculadas com as cepas selecionadas. A producdo de MBL foi verificada

quando ocorreu a reducdo de 8 vezes da CIM do imipenem na presenga de seu inibidor

(EDTA) (WALSH et al., 2005)

(6) Deteccao de determinantes de resisténcia
Todas as cepas foram avaliadas através da técnica de PCR para deteccdo dos

seguintes determinantes de resisténcia: fefQ (proteina que confere prote¢do ao ribossomo,
sitio alvo da tetraciclina), cepA (cefalosporinase constitutiva), cfxA (cefalosporinase
presente em plasmideos), cfiA (carbapenemase), ermF (metilase) e nim (redutase). Para

tanto, as seguintes etapas foram realizadas:

(6.1) Extracao de DNA cromossomico.
O crescimento bacteriano foi obtido a partir de cultura incubada por 24h em caldo

BHI-PRAS ou de colonias obtidas de placas de agar sangue suplementado (JOUSIMIES-
SOMER et al., 2002; FERREIRA, DOMINGUES & UZEDA, 2003). O DNA foi extraido
como descrito por Pitcher, Saunders & Owen, 1989. Brevemente, as células bacterianas foram
ressuspensas em 100puL de tampao TE (10mM de Tris-HCI - Sigma; 1mM/1 EDTA - Sigma,
pH 8,0) e foram lisadas em uma solu¢do contendo 500uL de isotiocianato de guanidina
(GibcoBRL — Life Technologies) a 5 M. As suspensoes celulares agitadas, manualmente,
foram incubadas a temperatura ambiente (TA) por 5 a 10min. Os lisados foram entdo

resfriados no gelo, adicionando-se 250ul. de acetato de amonio (Vetec) a 7,5 M, agitando-se
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manualmente os tubos e em seguida, incubando-se por 10min (gelo). Uma solugdo de 500puL
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v - Vetec) foi adicionada e a mistura agitada. Em
seguida, foi realizada centrifugacdo por 10min a 13000 xg. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo onde foi adicionado isopropanol (Vetec) gelado numa propor¢ado de 0,54 vezes
o volume final dos tubos, ou seja, aproximadamente 430uL. Os tubos foram, entdo, invertidos
por 1min para misturar as solugdes. O precipitado fibroso de DNA foi depositado no fundo do
tubo por centrifugac@o a 7000 xg por 20s. O sedimento de DNA foi entdo lavado 5 vezes com
etanol (Vetec) 70%. Os tubos permaneceram abertos a temperatura ambiente para a
evaporagdo do etanol. Finalmente, os sedimentos foram diluidos em 50uL de tampdo TE pH

8,0.

(7)Amplificacio de determinantes de resisténcia por PCR
Para a amplificacdo dos genes terQ, ermF, nim, cepA, cfxA e cfiA, a mistura de reagdo

foi preparada em um volume total de 25uL contendo 50ng de DNA, 10mM Tris/HCI pH 8.3,
50mM KCl, 2.5 mM MgClI2, 200uM de dNTP e 25uM de cada iniciador descrito a seguir e 1
unidade de Tag DNA polimerase (Life Technologies). Os iniciadores, controles positivos e
controles negativos que foram utilizados no trabalho estdo na tabela 3.

Todas reacdes de PCR foram realizadas em termociclador (Gene Amp® PCR System
9700) e apds amplificagdo, 10puL de cada produto de PCR foram analisados em gel com 1%
de agarose, através de eletroforese horizontal em tampao TBE ( 89 mM de Tris — Sigma, 89
mM de acido bdrico - Vetec, 2nM de Na, EDTA - Sigma, pH 8,25). Apos a eletroforese, o gel
foi corado em uma solucdo de 0,5ug/ mL de brometo de etidio (Sigma) e os amplicons
gerados visualizadas usando um transiluminador de luz UV. Um marcador de tamanho de

fragmento de 100pb (GibcoBRL) foi aplicado em todo gel analisado.

(8) Confeccao da sonda para o gene erm
Dados na literatura (SALYERS & AMABILE-CUEVAS, 1997; PAULA et al., 2004)

relatam a presenga do fendtipo de resisténcia a clindamicina em cepas negativas quanto a
presenca do gene ermF em ensaios de PCR. Cepas com esse comportamento podem
apresentar alteragdes na regido de anelamento dos iniciadores . Dessa forma, foram realizados
ensaios de hibridizacdo na tentativa de detectar o gene ermF em cepas que apresentaram o

fenotipo de resisténcia a clindamicina e auséncia do determinante de resisténcia associado.
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(8.1) Dosagem de DNA total por Espectrofotometria
Esse método foi inicialmente descrito por Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989).

Resumidamente, apds a extracdo, as amostras de DNA foram diluidas 50 vezes em tampao TE
e dosadas em espectrofotdmetro Ultrospec 2000 — Pharmacia Biotech nos comprimentos de
onde 260nm e 280nm. Em 260nm ¢ possivel calcular a concentragdo de acido nucléico na
amostra, pois uma densidade 6tica (DO) igual a 1 corresponde a aproximadamente a 50ug/
mL de DNA. A taxa detectada entre as leituras de 260nm e 280nm (DO 560/ DO ;,50) permite

estimar a pureza do acido nucléico.

(8.2) Purificacio do produto da PCR
A referida sonda foi construida a partir da seqiiéncia amplificada do gene ermF da

cepa de B. fragilis 4720-3 (PAULA et al., 2004), a qual alberga o referido gene. A primeira
etapa foi a purificagdo direta do produto de PCR, que foi realizada com o kit comercial GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Biosciences, Little Chalfont
Buckinghamshire, UK) de acordo com o manual do fabricante. Resumidamente, foram
aplicados 500uL de tampdo de captura e 100uL do produto da PCR em uma minicoluna.
Apds homogeneizagdo suave, a mistura foi centrifugada a 13000 xg por 30s. O material ndo
retido pela coluna foi descartado e, apds a adicdo de 500uL de tampao de lavagem, a
minicoluna foi novamente centrifugada a 13000 xg por 30s. A minicoluna foi, entdo,
transferida para um tubo de microcentrifuga. Ap6s a adi¢do de 50uL de tampdo de eluigdo
[TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA, 1 mM) pH 8,0], a minicoluna foi incubada a temperatura
ambiente por 1 min. Foi realizada uma nova centrifugag¢do a 13000 xg por 1 min. O microtubo

contendo o DNA purificado foi armazenado a —20° C.

(8.3) Marcacao da sonda
A marcagao do fragmento da PCR com digoxigenina foi realizada segundo o kit

comercial DIG DNA Labeling and Detection (Roche, Penzberg, Alemanha). O DNA obtido
na purificacdo foi desnaturado por fervura durante 10 minutos e rapidamente resfriado em
gelo. Ainda em gelo, foram adicionados 2ul. de mix hexanucleotideo 10X, 2ulL de mistura
dNTP 10X (dATP 1mM, dGTP 1mM, dCTP 1mM, dTTP 0,65mM, DIG-11-dUTP 0,35mM) e
1uL de enzima Klenow (2 U/uL). A mistura foi centrifugada brevemente e incubada por pelo
menos, 60 min a 37°C. Dois microlitros de EDTA 0,2M pH 8,0 foram adicionados para cessar

a reacao.
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Para precipitar o DNA marcado foram adicionados 2,5uL de LiCl 4M e 75uL de
etanol pré-resfriado (-20°C). Ap6s homogeneizacdo, a mistura foi incubada por 30 minutos a
—70°C ou 2h a — 20°C. Apos este periodo, foi realizada a centrifugacdo 10000xg por 15 min.
O sedimento foi lavado com 50uL de etanol (70%) gelado, secado brevemente e dissolvido
em 50ul de tampdo TE. A sonda foi armazenada a — 20°C até sua utilizagdo. Para um

controle da reacdo foram utilizados SpuL. de DNA-controle, cedido pelo fabricante.

(8.4) DNA Dot Blot
Esse método foi inicialmente descrito por Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989).

Resumidamente, a membrana de nylon Hybond N (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, Reino Unido) utilizada foi inicialmente umedecida em tampao SSC 10 X
(NaCl 3M, Citrato de sodio 0,3M, pH 7) e seca a temperatura ambiente sobre um papel de
filtro sob superficie plana. Em paralelo, as amostras de DNA de cepas selecionadas foram
desnaturadas por fervura por 5 min e rapidamente resfriadas em gelo. Apds a secagem da
membrana, 4uL. das amostras de DNA foram aplicados em pontos distintos. Para fixar o DNA
na membrana, esta foi deixada a 80° C por 2h e logo apods submetida a hibridizacdo com a
sonda marcada com digoxigenina (etapas descritas a partir do item 9) ou estocada a — 20° C

até o momento do uso.

(8.5) Hibridizacao
Vinte mililitros de tampao de pré-hibridizagao [5x SSC, N-laurilsarcosina 0,1%, SDS

0,02%, solucao de bloqueio 1%] foram pré-aquecidos para a temperatura de hibridiza¢ao de
42°C em forno de hibridizagdo Hybridizer HB-3D (Techne, Sdo Paulo, Brasil) juntamente
com a membrana por 30 minutos sob agitacdo suave. A sonda marcada (5 — 25 ng/mL) foi
desnaturada por fervura durante 5 minutos, resfriada rapidamente em dagua gelada e
adicionada ao tampao de hibridizagdo pré-aquecido. Apds incubagao sob suave agitacdo por
18 horas, foram realizadas lavagens pds-hibridizagao: 2 lavagens de 5 minutos em abundancia
com 2x SSC e SDS 0,1%, em temperatura ambiente e 2 lavagens de 15 minutos em 0,1x SSC

e SDS 0,1% sob agitagdo constante a 42°C em forno de hibridizacao Hybridizer HB-3D.
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(8.6) Deteccao Imunoldgica
Ap6s a hibridizagdo e lavagens de estringéncia, a membrana foi lavada brevemente (1-

5 min) em tampao de lavagem [tampdo acido maleico pH 7,5 (acido maleico 0,1M, NaCl
0,15M)], 3% Tween® (v/v) e, em seguida incubada por 30 minutos em 100mL de solugdo de
bloqueio 1%. Posteriormente, a membrana foi incubada por 30 minutos em 20 mL de solugao
de anticorpos (conjugado anti-Digoxigenina-AP — 75u/mL). A membrana foi, entdo, lavada 2
vezes por 15 minutos com 100mL de tampao de lavagem e equilibrada 2-5 minutos em 200
mL de tampao de detec¢do (Tris-HCI 0,1M, NaCl 0,1M, MgCl2 0,05M pH 9,5). Em seguida,
foi incubada por 5 minutos em 10 mL de solugdo substrato-cor [nitroblue tetrazolium salt e 5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (NBT/BCIP) em tampao de detec¢do] preparada no momento
do uso, e acondicionada em frasco escuro. O precipitado de coloracdo azul comegou a se
formar em 30 minutos e a reagdo se completou apos 16 horas. A partir do momento em que as
intensidades desejadas do spot foram alcancadas, a reagdo foi interrompida pela lavagem da
membrana por 5 minutos com 50mL de 4gua destilada. Uma amostra foi considerada positiva
quanto a presenca do gene erm quando apresentou um spot com colorag@o azul. Os resultados

foram documentados pela fotocopia do filtro tmido ou por fotografia.

(9) Seqiienciamento

O DNA das amostras selecionadas foi purificado utilizando-se o kit comercial GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Biosciences, Little Chalfont
Buckinghamshire, UK) de acordo com o manual do fabricante (item 9.1 e 10.3). Apds
purificagao, as amostras de DNA ¢ uma aliquota dos iniciadores foram enviados para o Centro
de Estudo do Genoma Humano, no Instituto de Biociéncias, na Universidade de Sdo Paulo
para seqiienciamento. As reagdes de seqiienciamento foram realizadas de acordo com
protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (com Thermo Sequenase Il DNA Polimerase). As seqiiéncias foram analisadas

pelo software Sequence Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12.
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Tabela 1: Origem e identificagdo de cepas de Bacteroides fragilis isolados de processos

clinicos selecionadas para este estudo.

Cepas Periodo de Origem Pais de origem Local de
1solamento 1solamento
1424 2002 Liquido ascitico Franca CHIV
1425 2003 Secregdo Purulenta Franca CHIV
1426 2003 Infeccdo Pélvica Franca CHIV
1427 2003 Bacteremia Franga CHIV
1428 2003 Bacteremia Franca CHIV
1429 2003 Bacteremia Franca CHIV
1430 2003 Abscesso Franca CHIV
1431 2003 Infecgdo urinaria Franga CHIV
1432 2003 Liquido Peritoneal Franca CHIV
1433 2003 Liquido Ascitico Franca CHIV
1434 2003 Liquido Peritoneal Franca CHIV
1435 2003 Secregdo Purulenta Franca CHIV
1436 2004 Secregdo Purulenta Franca CHIV
1437 2004 Secregdo Purulenta Franca CHIV
1438 2004 Apendicite Franca CHIV
1439 2004 Bacteremia Franca CHIV
1440 2004 Secregdo Purulenta Franca CHIV
1441 2004 Liquido Peritoneal Franca CHIV
058109 1980 Infeccao Intrabdominal Brasil HMCF
077225 1980 Infeccdo Intestinal Brasil HMCF
1384-B 1997 Bacteremia Brasil HMCF
1419 2001 Indeterminada Brasil HUCFF
1423 2004 Secre¢do Subcutanea Brasil HUCFF
1450 2005 Bacteremia Brasil HUCFF
1451 2005 Bacteremia Brasil HUCFF
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Tabela 2: Identificacdo de cepas de Bacteroides spp e Parabacteroides distasonis isoladas de
microbiota intestinal de individuos sadios.

Cepas Periodo de Espécie Local de isolamento
isolamento
BA 3.1 1999 P. distasonis HUCFF
BA 32 1999 B. caccae HUCFF
BA 4.1 1999 B. distasonis HUCFF
BA 4.2 1999 B. fragilis HUCFF
BA 43 1999 P. distasonis HUCFF
BA 4.4 1999 B. fragilis HUCFF
BA 45 1999 B. distasonis HUCFF
BA 5.3.1 1999 B. fragilis HUCFF
BA 5.3.2 1999 P. distasonis HUCFF
BA11.3 1999 B. uniformis HUCFF
BA 122 1999 B. fragilis HUCFF
BA 12.11 1999 B. fragilis HUCFF
MF 7.1 2000 B. fragilis HUCFF
MF 7.3 2000 B. fragilis HUCFF
MF 7.5 2000 B. fragilis HUCFF
MF 7.9 2000 P. distasonis HUCFF
MF 12.2 2000 B. fragilis HUCFF
MF 12.3 2000 B. fragilis HUCFF
MF 12.5 2000 B. fragilis HUCFF
MF 12.6 2000 B. fragilis HUCFF
MF 12.8 2000 B. fragilis HUCFF
MF 12.9 2000 B. fragilis HUCFF
MF 12.12 2000 B. fragilis HUCFF
MF 13.3 2000 P. distasonis HUCFF
MF 13.11 2000 B. fragilis HUCFF
MF 14.8 2000 B. fragilis HUCFF
MF 17.3 2000 B. fragilis HUCFF
MF 17.7 2000 B. fragilis HUCFF
MF 17.10 2000 P. distasonis HUCFF
MF 19.5 2000 B. fragilis HUCFF
MIA 21.3 2001 B. fragilis Lab. Sérgio Franco
MIA 23.4 2001 B. fragilis Lab. Sérgio Franco
MIA 24.1 2001 B. fragilis Lab. Sérgio Franco
MIA 24.3 2001 B. fragilis Lab. Sérgio Franco
MIA 24.4 2001 B. fragilis Lab. Sérgio Franco
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RESULTADOS

(3.1) Testes de susceptibilidade a antimicrobianos

Os testes de susceptibilidade a ampicilina, cefoxitina, clindamicina, metronidazol e
tetraciclina foram realizados em todas as cepas pelo método de diluicdo em agar. As taxas de
resisténcia de Bacteroides spp. a tetraciclina, clindamicina, ampicilina e cefoxitina foram
68,3%, 23,3%, 98,3% e 11,7%, respectivamente. Os resultados estdo resumidos nas tabelas 4
e 5. Todas as cepas se mostraram uniformemente susceptiveis ao metronidazol. Todas as
cepas clinicas provenientes do CHIV, Franga, se mostraram resistentes a ampicilina e
susceptiveis a cefoxitina e metronidazol. As taxas de resisténcia a clindamicina e tetraciclina
foram 16,6% e 77,7%, respectivamente. Uma cepa de B. fragilis apresentou susceptibilidade
reduzida ao metronidazol com CIM = 8mg/mL. Por outro lado, as cepas clinicas coletadas no
HUCFF, Rio de Janeiro, foram susceptiveis a cefoxitina e clindamicina. Todas as cepas se
mostraram resistentes a ampicilina e 42,8% foram resistentes a tetraciclina. Uma cepa de B.
fragilis ainda apresentou susceptibilidade reduzida ao metronidazol com CIM = 8mg/L.

As cepas isoladas de microbiota intestinal mostraram taxas de resisténcia de 62,9%,
25,9%, 96,3% e 14,8% a tetraciclina, clindamicina, ampicilina e cefoxitina, respectivamente.
Duas cepas de B. fragilis mostraram susceptibilidade reduzida ao metronidazol (CIM = 4
mg/L e 16 mg/L).

Todas as cepas de P. distasonis se mostraram resistentes a ampicilina e susceptiveis ao
metronidazol. As taxas de resisténcia a clindamicina, tetraciclina e cefoxitina foram 50%,

87,5% e 37,5%. Os resultados estdo resumidos na tabela 6.

(3.2) Ensaios da PCR

Trinta e seis cepas de Bacteroides spp., sendo 14 isoladas de microbiota e 22 isoladas
de processos clinicos albergavam o gene cepA (tabelas 4 e 5). Entretanto, uma cepa isolada de
microbiota que albergava o referido gene se mostrou susceptivel a ampicilina. Cinco cepas,
sendo trés isoladas de quadros clinicos coletadas no CHIV e duas cepas isoladas de
microbiota intestinal de individuos sadios albergavam o gene cfxA porém, essas cepas
apresentaram CIM < 64mg/L para cefoxitina. Vinte € nove cepas foram negativas para o gene
cepA, sendo que destas, dez cepas, nove isoladas de microbiota intestinal e apenas um cepa
isolada de liquido ascitico coletada no CHIV, carreavam o gene cfiA. O gene fetQ foi

detectado em 33 cepas, sendo 14 isoladas de microbiota intestinal e 12 isoladas de quadros
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clinicos. Destas, uma cepa isolada de secrecdo purulenta se mostrou susceptivel a tetraciclina
(CIM < 0,25 mg/L) e outra cepa isolada de microbiota apresentou perfil intermediario de
resisténcia com CIM = 8 mg/L. Dez cepas resistentes a tetraciclina sendo quatro cepas
isoladas de microbiota e seis cepas isoladas de quadros clinicos testadas foram negativas para
a presenca do gene fetQ. De 14 cepas resistentes a clindamicina, apenas trés cepas isoladas de
processos infecciosos coletadas no CHIV foram positivas para o gene ermF. Ainda, uma cepa
susceptivel a clindamicina (CIM = 0,5mg/L) albergava o referido gene. Quatro cepas, sendo
duas isoladas de microbiota intestinal e duas isoladas de quadros clinicos mostraram
susceptibilidade reduzida ao metronidazol (CIM 4 a 16 mg/L), mas apenas uma cepa isolada
de processos infecciosos albergavam o gene nim identificado como nimD por seqiiénciamento
(Figura 1). Em contrapartida, uma cepa isolada de microbiota susceptivel ao metronidazol
(CIM = 1 mg/L) foi positiva para o gene nim pela metodologia da PCR. O seqiiénciamento

deste gene o classificou como nimB (Figura 2).

Trés cepas de P. distasonis albergavam o gene cepA e mostraram resisténcia a
ampicilina (CIM > 2 mg/L). De cinco cepas negativas para o gene cepA, apenas uma foi
positiva para o gene cfiA. Apenas uma cepa foi resistente a cefoxitina porém, o gene cfxA foi
detectado em uma cepa susceptivel (CIM = 16mg/L). O gene tetQ foi detectado em sete cepas
sendo todas resistentes a tetraciclina (CIM = 16- 32 mg/L). Quatro cepas se mostraram
resistentes a clindamicina, mas o gene ermF ndo foi detectado. O gene nim nao foi detectado

em nenhuma cepa de Parabacteroides.

(3.3) Hibridizacao do gene ermF

De 14 cepas resistentes a clindamicina, apenas trés cepas clinicas provenientes do
CHIV foram positivas quanto a presenca do gene ermF pela metodologia da PCR. Uma cepa
isolada de infeccdo pélvica carreadora do gene ermF e que se mostrou susceptivel a
clindamicina também foi utilizada neste ensaio. Na tentativa de confirmar este resultado, o
ensaio de hibridizacdo utilizando uma sonda preparada a partir da cepa de B. fragilis 4720-3
(usado como controle positivo do gene ermF na metodologia da PCR foi realizada em cepas

isoladas de microbiota. Porém, o gene ndo foi detectado em nenhuma dessas cepas (Figura 3).
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(3.4) Produciao de MBL

Baseado nos ensaios de PCR, 24 cepas selecionadas foram separadas em trés grupos
de acordo com (i) a presenca do gene cfiA (n = 11), (ii) resisténcia a cefoxitina e auséncia do
gene cfiA (n = 2) e (iii) perfil de susceptibilidade intermediaria a cefoxitina e auséncia do
gene cfiA (n = 11). Estas cepas foram submetidas a testes de susceptibilidade a imipenem e
amoxicilina-clavulanato (amox-clav) através da metodologia do teste-E. A resisténcia a
imipenem foi observada apenas no grupo de cepas positivas para a presenca do gene cfiA
apresentando taxa de resisténcia de 9,1%. Uma cepa se mostrou resistente ao imipenem com
CIM = 64mg/L e apresentou ainda, perfil intermediario de resisténcia a amox-clav. A taxa de
resisténcia a amox-clav para todos os grupos analisados foi 8,3%. A cepa resistente a
imipenem foi submetida a detec¢do de MBL ativa através da metodologia do teste-E (AB
Biodisk). Um resultado positivo no teste-E ¢ indicado quando ocorrer uma reducdo em 8x na
CIM do imipenem na presenca do inibidor EDTA.

As fitas de teste-E MBL confirmaram a presenca de uma enzima funcional sendo que

a CIM diminui de 64 mg/L para < 1 mg/L na presenc¢a do inibidor (Figura 4).
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1426 5 AATTGTTG-C-ACAGAAG-AAGCGTTG-CATTCTTGAACGGATGACAAACGGGACGTTGG
60

FEErrrer o rrrrrrr rerrrrrr rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
nimD 1577 AATTGTTGCCAACAGAAGAAAGCGTTGCCATTCTTGAACGGATGACAAACGGGACGTTGG

1636

1426 o1 CTCTTCATGGGGATGACGGCTATCCGTATGCCGTCCCTGTCAGTTATGTATATGCCGATG
120

nimD 1637 CTCTTCATGGGGATGACGGCTATCCGTATGCCGTCCCTGTCAGTTATGTATATGCCGATG
1696

1426 121 GCAAAATTTACTTCCACAGTGCCATGCAAGGGCACAAA-GTGGATGCCATCCTGCGGAAT
179

Crrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrr et terrr e
nimD 1697 GCAAAATTTACTTCCACAGTGCCATGCAAGGGC-CAAAAGTGGATGCCATCCTGCGGAAT

1755

1426 180 GACAAGGTCTCGTTCTGCGTAGTGGAGCAGGATGAGGTCAAGCCGGCCGAGTTTACCACC
239

nimD 1756 GACAAGGTCTCGTTCTGCGTAGTGGAGCAGGATGAGGTCAAGCCGGCCGAGTTTACCACC
1815

1426 240 TATTTTCGGAGCGTGATAGTCTTTGGCAAGGCCCGCATACTGACCGAACGAGAACGAAAA
299

Frrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e et e e e e e e et e e
nimDp 1816 TATTTTCGGAGCGTGATAGTICTTTGGCAAGGCCCGCATACTGACCGA-CGAGAACGAAAA

1874

1426 300 ACGAAATGCCTTAAACCTGCTGGCCGACAAGTATTCGCATGGCGAAGCGGGCATGGAGGC
359

nimD 1875 ACGAAATGCCTTAAACCTGCTGGCCGACAAGTATTCGCATGGCGAAGCGGGCATGGAGGC
1934

1426 360 TGAAATGGCCAAAGGGTTCAATCATTTGCTGATGATAGAAATCACAGTAGAGCACATGAC
419

nimD 1935 TGAAATGGCCAAAGGGTTCAATCATTTGCTGATGATAGAAATCACAGTAGAGCAGATGAC
1994

Figura 1: Comparagao entre a seqiiéncia do gene nimD e a seqliéncia da cepa Bacteroides fragilis
1426. As linhas verticais mostram bases de nucleotideos idénticas. Linhas horizontais mostram
lacunas entre as bases. A comparacdo foi realizada utilizando o programa BLAST
((www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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BA 4.4 1 CAATTATTG-C-ACAGAAGAAAGCGTTG-CATCCTTGAAAGGATGACGAACGGAACATTG
57

Ferrrrrer o rrerrrrrrrerr et rrrrrrrr et e
nimB 821 CAATTATTGCCAACAGAAGAAAGCGTTGCCATCCTTGAAAGGATGACGAACGGAACATTG
880

BA 4.4 58 GCTCTTCATGGGGACGATGGTTACCCGTATGCCGTTCCCATCAGTTATGTATATGCTGAT
117

nimB 881 GCTCTTCATGGGGACGATGGTTACCCGTATGCCGTTCCCATCAGTTATGTATATGCTGAT
940

BA 4.4 118 GGCAAAATATATTTCCATAGTGCCATGAAAGGTCATAAAGTGGATGCCATTTTGCAGAAT
177

FEEErrrrrrrrrrrerrrerrrrrererrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
nimB 941 GGCAAAATATATTTCCATAGTGCCATGAAAGGTCATAAAGTGGATGCCATTTTGCAGAAT
1000

BA 4.4 178 GACAAGGTATCATTCTGCGIGGTAGAACAGGATGACATCAGACCGTCTGAGTTTACCACT
237

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et et e e e e e e e
nimB 1001  GACAAGGTATCATTCTGCGTGGTAGAACAGGATGACATCAGACCGTCTGAGTTTACCACT
1060

BA 4.4 238 TACTTTCGAAGTGTGATAGTCTTTGGCAAAGCCCACATATTGACGGATGAACTCGAAAAA
297

FErrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e
nimB 1061  TACTTTCGAAGTGTGATAGTCTTTGGCAAAGCCCACATATTGACGGATGAACTCGAAAAA

1120

BA 4.4 298 CGTGTTGCTTTGGGTTTATTGGCAGACAAGTATTCGTATGGCGAAGCTGGCATGGAGGCT
357

FEErErrrrrr e e e et e e e e e e e e e e
nimB 1121  CGIGTTGCTTTGGGTTTATTGGCAGACAAGTATTCGTATGGCGAAGCTGGCATGGAGGCT

1180

BA 4.4 358 GAAATAGCCAAAGGGTTCAATCATTTGTTAATAGTGAAAATTGCAATTGAGCACATGACA
417

FEErrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e et rr
nimB 1181  GAAATAGCCAAAGGGTTCAATCATTTGTTAATAGTGAAAATTGCAATTGAGCATATTACA

1240

BA 4.4 418 GGCA 421

L1
nimB 1241  GGCA 1244

Figura 2: Comparagdo entre a seqiiéncia do gene nimB e a seqiiéncia da cepa Bacteroides fragilis
BA 4.4. As linhas verticais mostram bases de nucleotideos idénticas. Linhas horizontais mostram
lacunas entre as bases. A comparacdo foi realizada utilizando o programa BLAST
((www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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Figura 3: Dot Blot de cepas de Bacteroides fragilis e Parabacteroides distasonis quanto a presenca do
gene ermF. [A]: controle positivo cepa B. fragilis 4720-3; [B]: BA 3.1; [C]: BA 4.4; [D]: BA 5.3.1; [E]:
BA 5.3.2; [F]: BA 12.2; [G]: MF 7.9; [H]: MF 12.3; [I]: MF 13.3; [J]: MIA 24.1; [K]: 1426; [L]: 1428;
[M]: 1429; [N]: 1438: [O]: MIA 24.3; [P]: MIA 24.4; [Q]: controle negativo B. fragilis ATCC 25285.
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Figura 4: Teste-E MBL para a presenca de uma metalo f-lactamase na cepa BA12.2 isolada de
microbiota intestinal de humanos. A producdo de MBL foi detectada pela redugdo em 8x da CIM
do imipenem na presenga do inibidor, EDTA. A seta branca representa o valor da CIM para
imipenem apresentada pela cepa BA12.2.
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DISCUSSAO

As bactérias anaerobias sdo comumente encontradas como agentes de infeccOes
polimicrobianas em humanos com taxas de incidéncia variando de 4% a 50%, porém, o
isolamento deste grupo de microrganismos nao € incluido na rotina de muitos laboratérios e
hospitais. Desde que testes de susceptibilidade ndo sdo freqiientemente realizados, exceto para
amostras isoladas de sitios estéreis (sangue, LCE, etc), ¢ importante definir o perfil de
susceptibilidade predominante em uma dada regido ou em determinado hospital (KOETH et
al., 2004). O reconhecimento de um agente antimicrobiano com eficacia conhecida quando ha
a necessidade de tratamento empirico de uma infec¢do com grande probabilidade da presenga
de anaerobios torna-se importante (FELEKE & FORLENZA, 1991). Nos ultimos anos, os
anaerobios tém mostrado aumento dos niveis de resisténcia aos antimicrobianos (BAQUERO
& REIG, 1992; LEE, CHONG & YEONG, 1996). Assim, a realizagdo de estudos regulares de

vigilancia assume carater de grande relevancia.

Atualmente, o tratamento empirico de infecgdes com grande probabilidade da
presenca de anaerdbios envolve o uso de agentes antimicrobianos de amplo espectro ou
terapia mista com uma droga eficaz contra um anaerobio facultativo conhecido ou suspeito e
uma droga eficaz contra anaerdbios estritos (HARDMAN & LIMBIRD, 1996). Algumas
drogas como clindamicina e metronidazol tém como alvo especifico anaerdbios estritos. Tais
drogas sdo eficazes contra anaerdbios, mas a clindamicina ndo tem efeito sobre bacilos Gram
negativos anaerdbios facultativos e o metronidazol é especialmente inativo contra a maioria
das classes bacterianas. Essas drogas sdo geralmente administradas em combinag¢do com
aminoglicosideos ou cefalosporinas. - lactamicos sdo freqlientemente eficazes contra ambos
anaerdbios, estritos e facultativos, mas sdo também freqlientemente inativados por bactérias
produtoras de B-lactamases. Como a maioria das bactérias anaerdbias estritas ¢ produtora de
[B-lactamases, especialmente Bacteroides, Prevotella e algumas espécies de Fusobacterium
(NORD, 1986), ¢ indicado o uso de antimicrobianos ndo B-lactimicos se um destes géneros
estiver envolvido ou sugere-se a inclusdo de um inibidor de B-lactamase como &cido
clavulénico, sulfobactam ou tazobactam, em combina¢do com um [-lactamico amplamente
eficaz (APPELBAUM, SPANGLER & JACOBS, 1990), por exemplo, a combinagao feita por
amoxicilina/acido clavulanico, que mantém atividade in vitro excepcional contra patégenos

do trato respiratério (KOETH et al., 2004). Uma alternativa terapéutica seria o uso de
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carbapanemas, uma classe de [-lactdmicos que inclui o imipenem, meropenem e que se
mostram eficazes contra bactérias anaerdbias estritas e facultativas e que geralmente ndo sdo

inativadas por B-lactamases (KOETH et al., 2004).

Agentes antimicrobianos podem afetar a microbiota anfibiontica quando sdo usados
inadequadamente, quando ndo sdo completamente absorvidos apds administragdo oral ou
excretados na saliva, bile ou muco (HEIMDAH, KAGER & NORD, 1985). Para a microbiota
anfibiontica atuar como reservatorio de genes de resisténcia, os componentes desta populacio
devem ser capazes de adquirir genes de resisténcia tanto de microrganismos transitorios
quanto de microrganismos que colonizam os mesmos nichos e transmiti-los a microrganismos
que colonizam determinada area. Desde que uma variedade de bactérias do solo, dos
alimentos e da microbiota da cavidade oral, sem mencionar do trato respiratorio superior ou
patogenos intestinais, transitam através do colon, a transferéncia de genes de resisténcia para
as espécies de Bacteroides ou anaerdbios Gram negativos no coélon requer uma série de
eventos que permitam a transferéncia entre diferentes géneros e filos (SALYERS &
SHOEMAKER, 1996).

Como mencionado anteriormente, a indicacdo do quanto os genes de resisténcia
podem se espalhar entre anaerdbios que fazem parte da microbiota ¢ a observacdo de que
praticamente 100% de cepas de Bacteroides isoladas de quadros clinicos ¢ atualmente
resistente a tetraciclina pela aquisicdo de um unico gene de resisténcia, o terQ

(SHOEMAKER et al., 2001)

Arzese, Tomaseting e Botta (2000) pesquisando a transferéncia de genes entre cepas
de Bacteroides e Prevotella, isoladas de diferentes fontes, encontraram cepas de P. intermedia
isoladas de espécimes clinicos e microbiota oral resistentes a tetraciclina e que carreavam o
gene ferQ, utilizando iniciadores que amplificavam uma regido conservada dentro do referido
gene. Neste mesmo estudo, a incidéncia de cepas de Prevotella ermF-positivas parece
contribuir, juntamente com espécies de Bacteroides, para a persisténcia da resisténcia aos

antibioticos e disseminagao para outros microrganismos através de elementos conjugativos.

No presente estudo, a taxa de resisténcia a tetraciclina (68, 3%) foi homogénea entre
cepas clinicas e de microbiota. Este resultado ¢ consistente com a observacao de que 26 cepas

albergavam o gene fetQ, sendo 14 cepas isoladas de microbiota. De 12 cepas isoladas de
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processos clinicos, nove foram coletadas no CHIV da Franca. Porém, o gene tetQ ndo foi
detectado em dez cepas resistentes a tetraciclina. Estes resultados sugerem a existéncia de
determinantes de resisténcia a tetraciclina ndo relacionados ao ferQ. Trés tipos de
mecanismos de resisténcia adquirida a tetraciclina tém sido descritos. O mais comum ¢
mediado por proteinas de efluxo de teraciclina pertencentes a familia MFS (do inglés “Major
Facilitator Superfamily”). Os genes de efluxo, fef, codificam uma proteina associada a
membrana que reconhece e exporta o antimicrobiano para fora da célula. Dessa forma, a
concentracdo intracelular de tetraciclina ¢ diminuida protegendo a maioria dos ribossomos.
Determinantes genéticos de bombas de efluxo de tetraciclina foram descritos em espécies
anaerobias Gram-positivas e Gram-negativas e podem conferir resisténcia a tetraciclina e
doxiciclina. Um segundo mecanismo de resisténcia corresponde a expressdo de proteinas de
protecdo ao ribossomo. Estas proteinas sdo encontradas no citoplasma bacteriano e protegem
o ribossomo da agdo da tetraciclina in vitro ¢ in vivo. Esse mecanismo confere resisténcia a
tetraciclina, doxiciclina e minociclina e ainda possui homologia com fatores de alongamento
sugerindo a ligacdo destas proteinas ao ribossomo. Esta ligagdo altera a conformacdo do
ribossomo e previne a ligagdo do antimicrobiano ao seu sitio no ribossomo. Onze genes que
codificam proteinas de protecao ao ribossomo foram descritos sendo trés deles, tetQ, tetM ¢
tet36 detectados no género Bacteroides. Mais recentemente, foi descrito um mecanismo de
inativagdo enzimatica da tetraciclina. Neste mecanismo, dois genes foram descritos, tet37,
detectado inicialmente em bactérias da microbiota oral e o gene fefX, detectado em dois
transposons, Tn4351 e Tn4400 associados ao género Bacteroides. Apesar da presenca do gene
tetQ, duas cepas isoladas de microbiota e de secre¢do purulenta se mostraram susceptiveis a
tetraciclina, com CIM de 8mg/L e 0,25mg/L, respectivamente. Esses resultados sugerem a
presenca de mutagdes em determinadas regides do “hairpin” formado entre o promotor do
gene fetQ e o codon de iniciagdo que poderiam, na presenga de tetraciclina, impedir a
movimentagdo adequada do ribossomo pelo mRNA previnindo a sintese da proteina TetQ,
essencial a resisténcia ao antimicrobiano (ROBERTS, 2003). O gene terQ esta, geralmente,
associado com transposons conjugativos nos quais o gene ermF também estd alocado

(SALYERS, GUPTA & WANG, 2004).

O determinante ermF ¢ geralmente responsavel pela resisténcia a antimicrobianos do
grupo macrolideo-lincosamida-estreptogramina B em B. fragilis (RASMUSSEN, ODELSON
& MACRINA, 1994). Neste trabalho, a taxa de resisténcia a clindamicina foi de 25,9 % para

as cepas de Bacteroides spp. coletadas em hospitais da regido metropolitana do Rio de
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Janeiro. Em estudos prévios realizados por nosso grupo, a taxa de resisténcia variou entre 18,2
a 37% (DE ALMEIDA & UZEDA, 1987; CARVALHO, MOREIRA & FERREIRA, 1997;
SOUZA et al., 2000; AVELAR et al., 2003; PAULA et al., 2004). Em estudo multicéntrico
envolvendo 16 hospitais em diferentes regides da Franga, a taxa de resisténcia a clindamicina
para espécies do “grupo Bacteroides fragilis” alcangou 28,3% utilizando como “breakpoint” o
valor de CIM > 2mg/L (SINGER et al, 2008). Neste estudo foi sugerido o uso deste
antimicrobiano em combinacdo com rifampicina apenas apos antibiograma e em dada
situacdo que o microorganismo seja sensivel simultaneamente aos dois antimicrobianos. Foi
sugerido, ainda que o uso de clindamicina deve ser evitado para o tratamento empirico de

processos infecciosos onde microrganismos anaerobios sejam suspeitos.

A taxa de resisténcia a clindamicina apresentada pelas cepas isoladas do CHIV no
presente estudo foi de 16,6%. Por outro lado, em sete cepas de Bacteroides spp resistentes a
clindamicina coletadas no Rio de Janeiro, este gene ndo foi detectado pela PCR. Relatos
mostram a presenga de fenotipo de resisténcia a clindamicina na auséncia do gene em ensaios
da PCR. Este comportamento ¢ provavelmente atribuido a modificacdes na regido de
anelamento dos iniciadores (SALYERS & AMABILE-CUEVAS, 1997; PAULA et al., 2004).
Neste caso, o resultado foi confirmado com a hibridizagdo usando uma sonda preparada a
partir de uma cepa de B. fragilis. Entretanto, o gene ndo foi detectado em nenhuma dessas
cepas. E possivel que cepas resistentes a clindamicina e que, no entanto, nio albergam o gene
ermF, sejam carreadoras de genes relacionados como os genes ermB e ermG previamente
descritos para a espécie (GUPTA et al, 2003, WANG et al, 2003). Em 2005, Ueda ¢
colaboradores detectaram dezesseis homodlogos de operons de bombas de efluxo do sistema
MexAB-OprM de resisténcia a multiplas drogas em B. fragilis. Este sistema denominado
BmeABC 1-16 consiste em uma proteina de fusdo ou acessoria, BmeA (homodlogo a MexA),
um componente protéico de membrana citoplasmatica que funciona como transportador,
BmeB (homologo a MexB) e uma proteina de membrana externa que forma canais, BmeC
(homologo a OprM). Este sistema de efluxo pode acomodar fluoroquinolonas e B-lactdmicos
e pode conferir resisténcia intrinseca a ciprofloxacina. Mais recentemente, Pumbwe ¢
colaboradores (2007), isolaram uma cepa de B. fragilis que apresentava dois genes bmeB
(bmeB9 e bmeB15) operando simultaneamente. Estes genes estavam sendo significativamente
superexpressos contribuindo para a resisténcia a clindamicina. Estes dados sugerem a
existéncia de outros mecanismos de resisténcia a clindamicina ndo associados a presencga de

genes erm, visto que estes determinantes parecem nao ser circulantes no Brasil (PAULA et
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al., 2004). Entretanto, uma cepa isolada de infeccdo pélvica coletada no CHIV se mostrou
sensivel a clindamicina na presenca do determinate ermF. E possivel que este gene ndo esteja
sendo expresso pela auséncia de um promotor fornecido por uma IS localizada a montante do

gene (RASMUSSEN, ODELSON & MACRINA, 1987).

Os nitroimidazois, dentre eles o metronidazol, permanecem como as drogas mais
eficazes contra bactérias anaerobias, particularmente, no tratamento de doencas infecciosas
envolvendo espécies do grupo Bacteroides (DINIZ et al., 2003). O metronidazol € prescrito
em diferentes concentragdes de acordo com a etiologia da infec¢do, mas em todos os
esquemas terapéuticos, o droga atinge a concentracdo sérica de pelo menos 4 pg/mL
(KATZUNG, 1998). Dados epidemioldgicos sugerem que essa variacao terapéutica no uso do
metronidazol pode ser um dos principais fatores que contribuem para os diferentes niveis de
susceptibilidade reduzida observados em microrganismos isolados em diferentes areas
geograficas. Tem sido proposto que o aumento da susceptibilidade reduzida relatado em
paises desenvolvidos pode também estar relacionado ao uso de metronidazol no tratamento de
doencas por protozoarios. A alta prevaléncia de microrganismos resistentes isolados de trato
genital feminino pode estar relacionada ao uso de metronidazol no tratamento de vaginite
bacteriana e outras infec¢des do trato genital. No entanto, geralmente devido a falta de
informacao obtida de pacientes, alguns desses estudos ndo mostra associacdo direta entre esse

fendmeno e o uso prévio do metronidazol (JENKS, LABIGNE & FERRERO, 1999).

No Brasil, ja foram descritas cepas apresentando susceptibilidade reduzida ao
metronidazol (CIM =4 a 16 pg/mL) (PAULA et al,, 2004; VIEIRA et al., 2006). Estudos
multicénctricos realizados na Franca mostram que a resisténcia a metronidazol (CIM >
4mg/L) varia de 3,5 a 4,7% (BEHRA-MILLET et al., 2003; SINGER et al., 2008). De acordo
com o “breakpoint” utilizado nestes estudos, as cepas isoladas de processos infecciosos
coletadas no CHIV, inicialmente susceptiveis ao metronidazol, apresentam taxa de resisténcia
ao metronidazol alterada para 5,5%. No presente estudo, também foi possivel detectar quatro
cepas de B. fragilis apresentando susceptibilidade reduzida a esse antimicrobiano sendo duas
destas isoladas de microbiota com CIM = 4mg/L e 16mg/L, e duas cepas isoladas de infeccio
pélvica e infeccao intraabdominal com CIM = 8mg/L. Foi possivel associar o fendtipo de
susceptibilidade reduzida (CIM = 8 mg/mL) com a expressao dos genes nim apenas na cepa
isolada de infecgdo pélvica. Esses resultados sugerem a existéncia de mecanismos alternativos

envolvidos no perfil de susceptibilidade destas cepas. Mecanismos como reducao da captacio
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de metronidazol, atividade reduzida da nitroredutase ou ainda atividade reduzida da
piruvato:ferredoxina oxiredutase t€m sido sugeridos (GAL & BRAZIER, 2004). Por outro
lado, o ensaio da PCR permitiu a deteccdo de genes nim em uma cepa de B. fragilis isolada de
microbiota intestinal susceptivel ao metronidazol com CIM = 1 mg/ mL. O sequenciamento
permitiu a caracterizagdo do determinante genético detectado nestas cepas como nimD e
nimB, respectivamente. E possivel que estes genes ndo estejam sendo expressos devido a
auséncia de um promotor localizado & montante da seqiiéncia, geradas pela insercdo de um
elemento IS nesta regido (LOFMARK et al,, 2005). Estudos anteriores detectaram a presenca
de sub-populacdes nim-positivas com fenotipo inicialmente susceptivel ao metronidazol.
Porém, apds exposi¢do prolongada a este antimicrobiano foram divididas em uma populagio
de fendtipo instavel, revertido ao fendtipo inicial durante o crescimento na auséncia de
metronidazol, e em uma populacdo com fenotipo de resisténcia que permaneceu mesmo
durante o crescimento na auséncia do antimicrobiano. Desta forma, é possivel que mutacdes
que levem a expressao do gene nim, inicialmente “silencioso”, possam ocorrer em processos
clinicos. Consequentemente, niveis clinicamente relevantes de resisténcia ao metronidazol
seriam alcangados, culminando na falha terapéutica (GAL & BRAZIER, 2004; LOFMARK et
al., 2005). O tratamento com metronidazol pode levar a efeitos adicionais a selegdo de cepas

resistentes, como o aumento da viruléncia demonstratado por Diniz e colaboradores (2005).

A maioria dos B. fragilis ¢ naturalmente resistente a muitas penicilinas e
cefalosporinas. Cepas apresentando resisténcia a esses antimicrobianos produzem J3-
lactamases cromossomicas da classe A codificadas pelo gene cepA. Essas enzimas exibem
predominantemente atividade de cefalosporinase, e freqlientemente sdo inibidas por inibidores
de B-lactamases (EDWARDS & GREENWOOD, 1992; AVELAR et al., 2003). Apenas uma
cepa de B. fragilis isolada de quadros clinicos no Brasil e duas cepas provenientes da Franga
foram negativas para o referido gene pelo ensaio da PCR. Entretanto, 50% das cepas
resistentes a ampicilina isoladas do trato intestinal albergavam o gene cepA. Todas as cepas
clinicas se mostraram susceptiveis a cefoxitina enquanto a taxa de resisténcia a este agente
antimicrobiano foi de 18,5% entre cepas isoladas da microflora. Por outro lado, o gene cfxA
foi detectado em trés cepas clinicas provenientes do CHIV, Franga, ¢ em outras trés cepas
isoladas da microbiota. Uma cepa carreando o gene cfxA se mostrou resistente a amoxicilina-
clavulanato (CIM = 16 mg/L). Esses resultados sugerem que a cefalosporinase codificada

pelo gene cfxA esta sendo expressa em diferentes niveis, embora mecanismos como alteragdo
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nas PBPs, penetragdo reduzida do antibidtico através da membrana externa ou agdo de outras
- lactamases ndo possam ser excluidos (AVELAR et al., 2003).

Testes de susceptibilidade a imipenem e amoxicilina-clavulanato foram realizados em
cepas que albergavam o gene cfiA pelo ensaio da PCR. Dez cepas sendo nove isoladas de
microbiota e apenas uma isolada de processos infecciosos foram testadas. Uma cepa isolada
de microbiota intestinal, BA12.2, se mostrou resistente a imipenem (CIM = 32mg/L) e
mostrou susceptibilidade reduzida a amoxicilina-clavulanato (CIM= 8mg/L). No evento da
resisténcia aos carbapenemas, o gene cfiA pode estar “silencioso” ou ser expresso em varios
niveis, e ainda requerer a inser¢do de um elemento IS que permite a expressdo deste gene
dependendo das variagdes na estrutura do promotor formado (EDWARDS et al.,1999). E
possivel que as outras cepas analisadas apresentem fenotipo susceptivel ao imipenem devido a
auséncia de um promotor fornecido pela IS. Estudos multicéntricos de vigilancias conduzidos
por uma rede de laboratorios franceses (MORY et al., 1998; BEHRA-MILLET et al., 2003;
SINGER et al., 2008) demonstraram que a resisténcia a imipenem e amoxicilina-clavulanato
permanece rara no grupo B. fragilis com resultados similares observados no Brasil (PAULA

et al., 2004).

Metronidazol, imipenem e amoxicilina-clavulanato permanecem eficazes contra P.
distasonis. Entretanto, todas as amostras testadas se mostraram resistentes a ampicilina.
Apenas uma cepa se mostrou a cefoxitina, mas ndo albergavam o gene cfxA. Por outro lado,
uma cepa se mostrou susceptivel (CIM = 16 mg/L) a cefoxitina na presenca do gene cfxA.
Estes resultados sugerem que o gene cfxA estd sendo expresso em varios niveis ou outros
mecanismos como alteracdo de porinas e de permeabilidade devem ser levados em
consideragdo. A transferéncia da resisténcia a cefoxitina entre espécie de Bacteroides ¢
Parabacteroides tem sido associada a presenca de um transposon mobilizavel Tn4555. Em
estudos prévios o gene cfxA foi detectado neste transposon por “Southern Blotting” em P.
distasonis (AVELAR et al., 2003; FERREIRA et al, 2007). Todas as cepas resistentes a
tetraciclina albergavam o gene tefQ pela PCR. Devido a alta concentragdo no célon humano,
espécies de Bacteroides e Parabacteroides podem estar envolvidas em eventos de
transferéncia horizontal de genes. Uma indicagdo desse evento ¢ a observacdo de que a
maioria das cepas pertencentes a esses géneros isoladas de processos infecciosos sdo
resistentes a tetraciclina pela aquisicdo de um unico gene, terQQ, presente em um transposon
conjugativo. Neste caso, o gene tetQ ¢ utilizado como marcador genético na tentativa de

detectar transferéncia horizontal de genes entre espécies de Bacteroides ¢ Parabacteroides ¢
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outros géneros (SALYER, GUPTA & WANG, 2004; SHOEMAKER et al., 2001). Apesar do
fato de que 50% das cepas de P. distasonis sejam resistentes a clindamicina, o gene ermF ndo
foi detectado. A auséncia desse gene observada nos gé€neros Bacteroides ¢ Parabacteroides
sugere que o gene ermF ndo € circulante no Brasil. Outro mecanismo como a expressdo de
bombas de efluxo esta sendo atribuida a resisténcia a clindamicina em B. fragilis (PUMBWE,

SKILBECK & WEXLER, 2008).

O presente estudo foi capaz de identificar cepas resistentes a imipenem na presenga do
gene cfiA. Essa foi a primeira vez que tais cepas foram isoladas no Brasil. E importante ainda
identificar a presenca de genes nim em cepas da microbiota e isoladas de processos
infecciosos. Altos niveis de resisténcia a metronidazol podem ser induzidos por cepas nim-
positivas, sendo este antimicrobiano utilizado no tratamento empirico de infeccdes causadas
por anaerdbios. O aumento da resisténcia de Bacteroides spp e Parabacteroides distasonis
demonstrada neste estudo enfatiza a importancia da vigilancia da resisténcia, incluindo em
cepas isoladas da microbiota visto que esses microorganismos podem emergir como

patdgenos oportunistas.
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CONCLUSAO

v Foram detectados determinates genéticos associados a resisténcia a B-lactimicos,
clindamicina, tetraciclina e metronidazol em cepas isoladas de microbiota intestinal de
individuos sadios. Esses resultados demonstram a possivel atuagdo da microbiota

como reservatorio de gene de resisténcia.

v O presente estudo foi capaz de identificar uma cepa de B. fragilis (BA12.2) resistente
a imipenem que albergam o gene cfiA e apresentam a metalo-B-lactamase ativa. Foi a
primeira vez que uma cepa apresentando tais caracteristicas foi isolada de microbiota

intestinal de individuois saudaveis no Brasil.

v Foi possivel identificar a presenca de genes nim em cepas isoladas de microbiota
intestinal e infeccdo pélvica proveniente do CHIV. A deteccao de cepas que albergam
tal gene ¢ importante desde que a resisténcia a metronidazol pode ser induzida em
cepas positivas para o gene nim € este antimicrobiano ¢ usado no tratamento de

infecg¢des por anaerdbios.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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