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A resisténcia bacteriana a antibidticos constitui um motivo de preccupacao
crescente e esta frequentemente associada a elementos gendmicos mdvels,
em gue se incluem os integrdes, podendo, por isso, ser transmitida entre
estirpes.

Neste trabalho pesquisaram-se integrGes em estirpes bacterianas de
Pseudomonas aeruginosa e de Brevibacterium spp. resistentes a antibiticos
isoladas de diferentes fontes e procedeu-se & caracterizagio molecular de
alguns dos integroes encontrados.

Do trabalho realizado foi possivel concluir que os integries se encontram
disseminados na comunidade, gue nem sempre conferem vantagem selectiva
as estirpes que os possuem, gue a sua regido varfavel é idéntica em estirpes
diferentes que apresentam integrbes de tamanho semelhante. Os resultados
sugerem ainda que para além dos integrdes existem outros mecanismos
responsaveis pelos fendtipos de resisténcia observados nas estirpes
estudadas.
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The emergence of antibiotic resistance among pathogenic and commensal
bacteria has become a serious problem worldwide. Mobile elements such as
integrons are able to facilitate the spread of resistance genes between bacterial
species.

In this work, several strains of Pseudomonas aeruginosa and Brevibaclerium
spp. have been screened for the presence of integrons. Some of these
integrons have been characterized.

The results obtained suggest that integrons are widespread in the community,
not always conferring selective advantage to the strains harbouring them. It can
aiso be concluded that integrons of the same size contain identical gene
cassettes arrays. Additionally, the results obtained suggest that mechanisms
other than integrons could be invoived in the antimicrobial resistance profile
observed in these strains.
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OBJECTIVOS

A disseminacdo da resisténcia a antibidticos, em ambientes hospitalares
naturais, constitui motivo de grande preocupac¢do do ponto de vista da saude
publica e exige uma permanente monitorizacao.

A resisténcia a antibidticos encontra-se frequentemente associada a
elementos genéticos moveis, podendo por isso ser transmitida horizontalmente
entre estirpes e, por vezes, ultrapassa mesmo a barreira da espécie. Diversos
elementos genéticos, como por exemplo plasmideos, integrbes e transposodes,
contribuem para esta disseminacao.

Os integrdes actuam como efectores de rearranjos de genes, usando
cassetes de recombinacdo em locais especificos dos genomas bacterianos. S&o
detectados frequentemente em estirpes de procariotas, principalmente em
bactérias Gram negativas, de origem ambiental e hospitalar.

A pesquisa de integrdes por PCR (reaccdo em cadeia da polimerase) e a
caracterizacdo das suas cassetes de genes podem ser usadas para andlise do
perfil de resisténcia e identificacdo dos determinantes genéticos da resisténcia de

isolados bacterianos.

O presente trabalho tem por objectivo geral estudar a presenca de
integroes em representantes de dois grupos bacterianos distintos e de
convivéncia corrente com o ser humano:

a) Uma espécie Gram negativa, de elevada dispersdo ambiental e
causadora, por vezes, de infec¢des graves;

b) Um género Gram positivo, contendo organismos frequentemente

associados a produtos alimentares e também alguns patogénicos oportunistas.

Os objectivos especificos deste trabalho foram:

1. Pesquisar integrdes em isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa.
2. Pesquisar integroes em estirpes de Brevibacterium de varias origens.
3. Caracterizar molecularmente alguns dos integrées encontrados.
4

Estudar a epidemiologia dos integrées caracterizados.
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INTRODUGAO

A partilha de bactérias benignas e patogénicas entre humanos, animais e
meio ambiente, associada ao facto de as bactérias poderem facilmente transferir
genes entre si, através de elementos genéticos moveis como os integrbes, leva a
que possa haver disseminacdo de genes de resisténcia e/ou de bactérias

resistentes entre ecossistemas (O’Brien, 2002; Smith et al., 2002).

1. Integrdes

O fendmeno da resisténcia a antibidticos talvez seja o exemplo mais
recente do impacto da transferéncia horizontal de genes na adaptacéo
microbiana. Este fendmeno refere-se ao rapido e amplo aparecimento de perfis
semelhantes de resisténcia a antibidticos entre diferentes isolados clinicos de
bactérias Gram negativas, durante a ultima metade do século passado. Na base
da aquisicdo de genes de resisténcia a antibiéticos encontra-se a actividade dos
integroes.

Os integroes foram definidos por Hall e Collis (1995) como elementos que
contém os determinantes genéticos dos componentes de um sistema de
recombinacdo sitio-especifica que reconhece e captura cassetes de genes
moveis. Estruturalmente, os integres sdo constituidos por um gene intl (que
codifica uma integrase), um local adjacente de recombinacéo attl (reconhecido
pela integrase) e um promotor (Pc) correctamente orientado e responsavel pela
expressdo dos genes contidos nas cassetes de genes que facam parte do
integréo (Hall e Collis, 1995).

As integrases (Intl) sdo recombinases sitio-especificas pertencentes a
superfamilia de recombinases de tirosina e séo responsaveis pela insercdo de
cassetes de genes no local de recombinacdo attl. As diferentes integrases
apresentam 0s motivos conservados tipicos das recombinases de tirosina e
partiilham um dominio adicional, localizado entre os motivos 1 e 2, que inclui um
motivo conservado denominado Intl, inexistente nas restantes recombinases de
tirosina (Collis et al., 2002a; Messier e Roy, 2001; Nield et al., 2001).
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As cassetes de genes podem existir como moléculas circulares livres
(Collis e Hall, 1992a) e s6 séo transcritas quando capturadas e inseridas num
integrdo, normalmente no local attl, localizado a montante do gene intl (Hall e
Collis, 1995). Normalmente incluem apenas um gene completo e um local de
recombinacdo especifico da integrase (Rowe-Magnus et al., 2001; Vaisvila et al.,
2001; Clark et al., 2000; Heidelberg et al., 2000). A sequéncia e o comprimento
deste local de recombinacdo podem variar consideravelmente, mas todos
possuem algumas caracteristicas em comum. S&o limitados pelo motivo invertido
RYYYAAC (R= purina, Y= pirimidina), localizado junto a extremidade 3’ do gene, e
pelo motivo GTTRRRY, na outra extremidade. Os locais de recombinagéo das
cassetes de genes estdo relacionados com uma sequéncia consenso que
abrange aproximadamente as primeiras e as Ultimas 20 bases. Os locais de
recombinacdo das cassetes de genes sao geralmente espécie-especificos, muito
embora tenham sido registadas trocas directas ou indirectas entre algumas
espécies (Rowe-Magnus et al., 2001; Vaisvila et al., 2001; Clark et al., 2000;
Heidelberg et al., 2000).

A maior parte das cassetes de genes dos integrées ndo possuem um
promotor (Hall, 1997), sendo o seu nivel de expresséo, e, consequentemente, 0
nivel de resisténcia observado, determinado pela sua posicdo em relagdo ao Pc
(Collis e Hall, 1995).

Uma vez que os promotores Pc asseguram que os integrdes actuem como
vectores naturais de expressdo para qualquer cassete de gene inserida na
orientacdo correcta (Stokes e Hall, 1989), o papel dos integrées no transporte e
disseminacao dos genes de resisténcia a antimicrobianos é evidente (Sundstrom,
1998; Hall, 1997; Jones et al., 1997).

A poténcia de um sistema de integréo reside na sua versatilidade, que € a
capacidade de reconhecer sequéncias alvo de recombinacéo altamente variaveis
e a sua capacidade aparentemente ilimitada de trocar e acumular cassetes de
genes. Tal flexibilidade permite a rapida adaptacéo ao imprevisivel fluxo de nichos
ambientais (Rowe-Magnus et al., 1999).

O uso de antibioticos em ambientes clinicos e néo clinicos desempenha um

papel importante no desenvolvimento de bactérias resistentes a antibiéticos em
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todo o mundo. O uso de antibiéticos como profilacticos ou como estimuladores de
crescimento em animais para alimentagéo e o seu efeito no desenvolvimento de
bactérias resistentes a antibiéticos € um tema muito discutido nos ultimos tempos.
De particular preocupacéo € a entrada destas bactérias resistentes a antibidticos,
ou dos seus genes de resisténcia, na cadeia alimentar (Barlow et al., 2004; Nandi
et al., 2004).

Os integrées encontram-se divididos em dois grandes grupos: i) integroes

de resisténcia; ii) superintegrées (Fluit e Schmitz, 2004).

1.1. Integrdes de resisténcia (IR)

Os IR transportam principalmente cassetes de genes que codificam para a
resisténcia a antibidticos e desinfectantes e podem ser encontrados tanto nos
cromossomas como em plasmideos, estando frequentemente incluidos em
transposdes (Morabito et al., 2002; Partridge et al., 2002a; Partridge et al., 2002b;
Sundin, 2002; Villa et al., 2002).

Os integrdes sd@o ubiquos em isolados clinicos de bactérias Gram
negativas resistentes a antibioticos e podem apresentar cassetes de genes com
distribuicdo geogréfica localizada, como € 0 caso das cassetes de genes que
codificam para B-lactamases do tipo TEM-4 ou GES-2, ou apresentar cassetes de
genes idénticas em regibes geograficamente afastadas, como acontece por
exemplo com as cassetes de genes que codificam para B-lactamases do tipo
VEB-1 que ja foram encontradas em Franca, na Tailandia, na india e na China
(Weldhagen et al., 2003; Girlich et al., 2001).

Ainda ndo esta claro se a ordem das cassetes de genes nos IR é estavel. A
analise de tipos predominantes de integrées em 10 hospitais europeus sugeriu
gue a ordem das cassetes de genes era estavel (Martinez-Freijo et al., 1999), mas
estudos in vitro demonstraram que podem facilmente ocorrer trocas nessa ordem
(Collis e Hall, 1992b). A excisdo de cassetes de genes pode ser mediada pela

integrase, e cada cassete forma um intermediario circular. A subsequente
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reintegracdo das cassetes de genes no local attl pode levar a um rearranjo na
ordem das cassetes de genes (Collis e Hall, 1992b).

Nos IR, o local de recombinacédo especifico da integrase nas cassetes de
genes é denominado elemento 59-be (elemento de 59 pares de bases) ou attC
(Rowe-Magnus et al., 2001; Vaisvila et al., 2001; Clark et al., 2000; Heidelberg et
al., 2000). O elemento 59-be permite o reconhecimento e a mobilizacdo de
cassetes de genes por uma integrase codificada pelo integrao (Collis e Hall,
1992a, Collis e Hall, 1992b).

A disseminacgédo de cassetes de genes de resisténcia pelos IR parece ser
favorecida pela pressédo selectiva dos regimes de terapéutica antimicrobiana, que
levam a captura especifica de cassetes de genes de resisténcia. Aparentemente,
qualquer ORF (Open Reading Frame) pode ser estruturada como cassete de
gene (Rowe-Magnus et al., 1999), pelo que os integrées desempenham um papel
muito importante na evolugéo bacteriana (Fluit e Schmitz, 2004).

A via mais simples que leva a incorporac¢do de uma cassete de gene num
integrdo envolve a recombinacado entre o elemento 59-be da cassete circularizada
e um local no integréo, mediada pela integrase Intl. As cassetes circularizadas
sao presumivelmente geradas pela reacgéo inversa, ou seja, pela excisdo de um
integrao (Collis et al., 2001). Se o integrao receptor ndo possuir nenhuma cassete
de gene, a reaccdo de integracdo ocorre obrigatoriamente entre o attl e o
elemento 59-be. Contudo, se, como na maioria dos casos, ja existirem uma ou
mais cassetes de genes no integrdo, pode ocorrer recombinacdo entre dois
elementos 59-be e a nova cassete pode, teoricamente, ser incorporada em varias
posi¢cdes. No entanto, a reaccdo entre o elemento 59-be e o attl € mais eficiente
do que a que ocorre entre dois elementos 59-be, pelo que a cassete a ser inserida
normalmente toma a primeira posi¢ao na cadeia. (Collis et al., 2001).

Quase todos os IR caracterizados até a data contém cassetes de genes
gue codificam para a resisténcia a antimicrobianos, mas também foram descritas
cassetes de genes, denominadas ORF, que codificam para fungbes
desconhecidas (Rosser e Young, 1999; Recchia e Hall, 1995; Hall et al., 1991;
Sundstrom e Skold, 1990).

10
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Frequentemente os integrdes contém cassetes de genes com o gene aadA
(que confere resisténcia a espectinomicina e estreptomicina) (Martinez-Freijo et
al., 1999; Chiew et al., 1998). Embora o uso hospitalar destes antibiéticos tenha
diminuido nos dltimos anos, continuam a ser muito usados na criacdo de animais
podendo os humanos ser colonizados por bactérias resistentes a estes
antibioticos devido ao contacto directo com o0s animais ou através da cadeia
alimentar (Barlow et al., 2004; Nandi et al., 2004).

Mais de 70 genes diferentes de resisténcia a antibioticos, abrangendo a
maior parte das classes de antimicrobianos presentemente em uso, encontram-se
na forma de cassetes de genes (Nemergut et al., 2004). A maior parte dos genes
identificados em cassetes de genes conferem resisténcia a antibidticos mais
antigos, embora também tenham sido descritos genes de resisténcia a
antibioticos mais recentemente introduzidos (White et al., 2001). Algumas das
novas cassetes de genes descritas possuem as suas proprias sequéncias
promotoras, ao contrario do que acontece na maioria das cassetes de genes
(Naas et al., 2001).

A acumulacdo de cassetes de genes para formar integroes de multi-
resisténcia contribuiu substancialmente para o actual problema no tratamento das
doencas infecciosas, uma vez que ja foram encontrados isolados clinicos multi-

resistentes contendo até oito cassetes de genes (Naas et al., 2001).

1.1.1. Classificagcdo dos integrdes de resisténcia

As integrases (Intl) definem as classes de integrdes, que englobam todos
0s integrdes com o mesmo gene intl, independentemente dos arranjos de
cassetes de genes que possuam (Recchia e Hall, 1995).

Até a data foram descritos trinta e dois genes diferentes de integrases
(Nemergut et al., 2004), mas a escassa informagao sobre a maioria deles levanta
duvidas sobre as classes que determinariam (Barlow et al., 2004; Nemergut et al.,
2004).

11
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As integrases dos integroes das classes 1 a 3 sao designadas Intl1-3, mas
a designacdo das integrases a partir da classe 4 é confusa (Nield et al., 2001;
Rowe-Magnus et al., 2001, Clark et al., 2000; Rowe-Magnus et al., 1999).

Em Pseudomonas estdo descritos IR de classe 1 (Quinteira et al., 2005b;
Yatsuyanagi et al., 2004; Lee et al., 2002; Severino e Magalhdes, 2002) e de
classe 3 (Shibata et al., 2003).

Em Brevibacterium ndo foram ainda descritos integroes.

1.1.1.1. Integrbes de classe 1

A Intll reconhece trés tipos de local de recombinagé&o: attll, attC e locais
secundérios. Os seus dominios de ligacdo e sequéncias consenso ja foram
determinados (Francia et al., 1999; Hall et al., 1999; Segal et al., 1999).

Os integrbes de classe 1 encontram-se frequentemente em plasmideos,
que podem ser transferidos por conjugacgao (Girlich et al., 2001). A facilidade da
conjugacao e o facto de os integroes de classe 1 serem encontrados tanto em
plasmideos conjugativos como em transposfes explica a sua ampla distribuicao
(Fluit e Schmitz, 2004).

A estrutura dos integrées de classe 1 (fig.1) inclui um segmento
conservado na posi¢ao 5 (5’-CS) e outro na posicao 3’ (3'-CS), relativamente a
regido variavel. A regido 5-CS consiste no gene intll (integrase), num local
especifico de recombinacao (attll) localizado junto ao gene intll e numa regido
promotora (Pc) para expressédo dos genes inseridos e que se encontra dentro do
gene intll. A regido 3’-CS contém o gene defectivo para resisténcia a compostos
de amonio quaternario (qacEA17) e o gene sull, que codifica para a resisténcia as
sulfonamidas. A regido variavel, localizada entre os dois segmentos conservados,
€ o local para a insercédo de cassetes de genes de resisténcia a antibiéticos com
0s respectivos elementos 59-be (Collis et al., 2002a; Goldstein et al., 2001;
Maguire et al., 2001).

12
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> > i
intl | sull |orts
il attC attl
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5°-CS Regido variavel 3’-CS

Figura 1. Estrutura de um integréo de classe 1 (Drouin et al., 2002).

Os integrdes de classe 1 estdo associados a varias cassetes de genes de
resisténcia. Quase todos contém um gene aadA, que codifica para resisténcia a
estreptomicina e espectinomicina, e muitos possuem também determinantes de
resisténcia ao trimetropim. Os integres de classe 1 isolados de bactérias
envolvidas em infeccdes humanas também possuem frequentemente um gene

para resisténcia a B-lactamicos (Fluit e Schmitz, 2004).

1.1.1.2. Integrdes de classe 2

Pouco se sabe sobre a epidemiologia dos integrées de classe 2.

Esta classe foi reportada em isolados de Acinetobacter de todo o mundo
(Oh et al., 2002; Seward e Towner, 2002; Ploy et al., 2000; Gonzalez et al., 1998).
Foram também descritos integrées de classe 2 em Shigella sonnei (Mclver et al.,
2002) e em Enterobacteriaceae (White et al., 2001).

Nenhuma das Intl2 cuja sequéncia nucleotidica foi determinada é funcional,
devido a um codéao de terminacgéo interno. A razdo para a existéncia deste codao
€ desconhecida, mas pode ser que o gene intl2 seja um pseudogene, sendo
entdo a integracao e a excisdo de cassetes de genes dependente da presenca de
outro tipo de integrase. A Intl2 ndo funcional pode explicar o facto de os integrdes
de classe 2 terem muito menos cassetes de genes que os de classe 1 (Hansson
et al., 2002).

13
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Os integrdes de classe 2 (fig.2) normalmente possuem integradas cassetes
com os genes aadAl, que codifica para a resisténcia a estreptomicina e
espectinomicina, dfrAl, que codifica para a resisténcia a trimetoprim, e sat, que
codifica para a resisténcia a estreptotricina (White et al., 2001; Ploy et al., 2000;
Gonzalez et al., 1998).

< inti2 a2 | dnfrAl > sat > aadAL > orf X % tnsE —

Figura 2. Estrutura do integréo de classe 2 do Tn7 (Biskri e Mazel, 2003).

Ja foram encontrados isolados bacterianos, por exemplo de Escherichia
coli e de Salmonella spp., que possuem simultaneamente integrées de classe 1 e
de classe 2 (Mclver et al., 2002; Oh et al.,, 2002; Seward e Towner, 2002;
Goldstein et al., 2001; White et al., 2001).

1.1.1.3. Integrbes de classe 3

As propriedades da Intl3 sdo idénticas as da Intll. A Intl3 € capaz de
reconhecer diferentes elementos 59-be e integrar as cassetes de genes nos locais
attl3. E ainda capaz de excisar cassetes de genes integradas (Collis et al.,
2002b).

Os primeiros integroes de classe 3 foram caracterizados em Serratia
marcescens, isolada no Japéo, pela identificacdo do gene blap, que codifica
resisténcia aos antibidticos (B-lactamicos de espectro alargado. O gene blaywe €
flanqueado por um elemento 59-be e por um gene semelhante ao da integrase e
pelo gene aac(6’)-Ib que codifica para resisténcia a aminoglicosideos (Arakawa et
al.,1995).

A analise do integréo de classe 3 de S. marcescens revelou que o modulo
intl3, attl3 e P¢c se encontra estruturalmente organizado da mesma forma que o

dos integrdes de classe 1 (Collis et al., 2002b).

14
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Foram posteriormente encontrados integrdes de classe 3 em Klebsiella
pneumoniae (fig.3) (Correia et al., 2003) e em Pseudomonas (Shibata et al., 2003)

mas o conhecimento sobre esta classe continua a ser escasso.

intf3 P oanl3 Pl yg bty a6 )-1h repC

1 — ‘ﬁ
P, . promoters
' 500 bp
Figura 3. Representacdo esquematica do integrdo de classe 3 In3-p22K9 de Klebsiella
pneumoniae (Correia et al., 2003).

1.2. Superintegrdes (SI)

Os SI (fig.4), por vezes também denominados integrdes de classe 4, sao
de grande tamanho, encontram-se nos cromossomas e contém cassetes de
genes com varias funcdes (Fluit e Schmitz, 2004).

O primeiro Sl descrito foi 0 do cromossoma pequeno de Vibrio cholerae
(Mazel et al., 1998; Recchia e Hall, 1997). Possui varias ORFs, algumas sem
promotor e com funcdo desconhecida e outras com fungdes muito diversas
(Heidelberg et al., 2000). Algumas destas ORFs tém orientacdo oposta a da maior
parte das cassetes de genes (Clark et al., 2000). Esta classe contém o gene intl4,
que codifica para uma integrase que faz arranjos em tandem das sequéncias
repetidas de V. cholerae, semelhantes aos arranjos das cassetes de genes de
resisténcia a antibioticos encontradas nos integrbes de classe 1 (Mazel et al.,
1998).

Foram posteriormente encontrados Sl noutras Vibrionaceae e também em
Pseudomonas, com estrutura idéntica a descrita para V. cholerae (Vaisvila et al.,
2001; Rowe-Magnus et al., 2001).
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Figura 4. Estrutura do superintegrdo In55044 de Pseudomonas alcaligenes (Vaisvila et
al., 2001).

O local de recombinacédo especifico da integrase nas cassetes de genes
dos Sl é designado consoante a espécie em que se encontra o SI (Rowe-Magnus
et al., 2001; Vaisvila et al., 2001; Clark et al., 2000; Heidelberg et al., 2000).

Nos Sl a ordem das cassetes de genes pode ser alterada (Rowe-Magnus e
Mazel, 2001; Clark et al., 2000; Heidelberg et al., 2000), mas até ao momento nao
h& evidéncias de que os Sl possam ser transferidos entre estirpes ou espécies
bacterianas diferentes (Fluit e Schmitz, 2004).

1.3. Utilidade dos integrdes para estudos epidemiologicos

Clones bem estabelecidos melhoram o seu fendtipo de resisténcia pela
aguisicdo de novos genes de resisténcia através de unidades genéticas de
captura (plasmideos, transposdes ou integrdes) facilitando assim o0 processo co-
selectivo sob diferentes pressdes selectivas e, consequentemente, a persisténcia
a longo prazo desses organismos em ambientes selectivos (Canton et al., 2003).

A identificacdo de estirpes persistentes pode reduzir significativamente a
incidéncia de infeccbes nosocomiais (Tsukayama et al., 2004).

Um estudo efectuado por Severino e Magalhdes (2004) sugere que a

analise dos integrées pode ser considerada uma ferramenta util, quando em
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associacdo com outras técnicas moleculares, para monitorizar infec¢cées cruzadas
ou identificar fontes de contaminag&o no ambiente clinico.

Estudos sobre a prevaléncia de integrées e caracterizacdo de cassetes de
genes em isolados clinicos fornecem informacfes sobre a evolugcéo de estirpes
multiresistentes, prevaléncia de genes de resisténcia a antibioticos e mecanismos
moleculares da resisténcia a antibiéticos, o que é importante para a definicdo de
estratégias efectivas de tratamento de infec¢cdes bacterianas com antibioticos
(Jones et al., 2003).

Tém sido realizados varios estudos em que sado utilizadas técnicas de PCR
para determinar a presenca de integroes e a natureza de qualquer gene inserido.
Contudo, a natureza imprevisivel dos produtos de amplificacdo, tanto em tamanho
como em sequéncia de DNA, tornam dificil a optimizacdo das condi¢des de PCR
(Maguire et al., 2001).

Desenvolvimentos no campo do PCR em tempo real para deteccdo de
integroes de classe 1, utilizando oligonucleétidos para as regifes conservadas,
podem revolucionar este campo particular de investigacdo. Uma vez detectado o
integrédo, pode realizar-se PCR em condigbes padronizadas e com
oligonucledticos especificos para detectar a presenca de determinados genes
(Weldhagen, 2004).

Num trabalho efectuado por Leverstein-van Hall e colaboradores (2002)
todas as estirpes com integrbes eram resistentes a sulfametoxazol e todas as
estirpes sem integres eram sensiveis a esse composto, pelo que o cultivo em
McC agar com sulfametoxazol pode ser uma forma de seleccdo de estirpes com
integroes em laboratorios clinicos.

Uma futura aplicacdo mais alargada dos integrbes para estudos
epidemioldgicos e auxilio ao diagnostico passa pelo desenvolvimento de métodos
moleculares mais simples, rapidos e baratos, que possam ser executados

rotineiramente em qualquer laboratério.
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2. O Género Pseudomonas

A identidade biologica do género Pseudomonas mudou muito com a
transicdo da classificacdo baseada em caracteristicas fenotipicas para a
classificacdo assente em propriedades genotipicas (filogenéticas). Actualmente, o
género Pseudomonas esta incluido na familia Pseudomonadaceae, que pertence
ao grupo das y-Proteobacteria do dominio Bacteria (Madigan et al., 2003;
Palleroni, 1984).

A utilizacdo de técnicas moleculares demonstrou que o grupo das
pseudomonas aerobias, em particular aquelas que tinham sido incluidas no
género Pseudomonas, era muito heterogéneo, pelo que foi subdividido em cinco
grupos de homologia do RNAr, os grupos | a V (Prescott et al., 2005; Sa-Correia,
2000; Palleroni, 1984).

O grupo | de homologia do RNAr é o caracteristico do género
Pseudomonas. Inclui espécies pigmentadas e ndo pigmentadas. As espécies
pigmentadas séo as chamadas pseudomonas fluorescentes, pois produzem um
pigmento soluvel em agua que é fluorescente sob radiagcdo UV. Entre estas
salienta-se a espécie tipo do género, Pseudomonas aeruginosa, uma espécie
muito homogénea, que se distingue das outras pseudomonas fluorescentes pelo
seu elevado contetdo GC (67 %). Produz piocianina (pigmento fluorescente azul),
pioverdina (verde), piorrubina (vermelho) e piomelanina (castanho) e cresce até
42 °C (Brooks et al., 2001; Holt et al., 1994).

Os membros do género Pseudomonas sdo bastonetes direitos ou
ligeiramente curvos, Gram negativos, aerdbios, ndo formadores de enddsporos,
com flagelos lofotricos. Apresentam, tipicamente, exigéncias nutricionais muito
simples e crescem quimiorganoheterotréficamente a pH neutro e a temperaturas
mesofilicas. S&o extremamente adaptaveis no que respeita as condi¢cbes de
nutricdo e podem utilizar varios substratos organicos como fontes de carbono e
azoto. O seu metabolismo € tipicamente respiratorio, sendo o oxigénio o aceitador
final de electrées. Contudo, as espécies desnitrificantes podem usar o nitrato

como um aceitador alternativo, permitindo que o0 crescimento ocorra em
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condicBes de anaerobiose (Prescott et al., 2005; Madigan et al., 2003; Holt et al.,
1994).

As espécies do género Pseudomonas sao saprofitas e encontram-se
amplamente distribuidas na natureza, particularmente no solo e na agua, mas
algumas sdo também patogénicas oportunistas para animais e para plantas
(Brooks et al., 2001; Sa-Correia, 2000).

2.1. A espécie Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € uma espécie ubiqua, podendo ser isolada de &guas, solos,
plantas, esgotos e de amostras clinicas. A maior parte das estirpes €
completamente in6cua; contudo, algumas estirpes podem provocar infeccdes
graves em humanos (Madigan et al., 2003; Tomofusa et al., 2003; Brooks et al.,
2001). A patogenicidade de P. aeruginosa encontra-se limitada ao oportunismo,
em resultado das suas caracteristicas biologicas, que dificultam o acesso aos
tecidos do hospedeiro e a um nicho especifico onde possa proliferar e evitar os
mecanismos de defesa deste. Contudo, uma vez estabelecida, € uma das
espécies oportunistas mais virulentas, para o que contribuem varias estruturas e
compostos extracelulares como toxinas, proteases e hemolisinas (fig.5) que P.
aeruginosa excreta para o meio circundante e que sao capazes de danificar os
tecidos e destruir as defesas do hospedeiro (Prescott et al., 2005; Madigan et al.,
2003). Um outro factor importante parece ser o polissacarido extracelular, que
algumas estirpes sintetizam abundantemente, o qual parece favorecer a
persisténcia das estirpes produtoras nos pulmdes de doentes com fibrose quistica
(Manno et al., 2005; Prescott et al., 2005; Livermore, 2003).
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Figura 5. Factores de viruléncia de Pseudomonas aeruginosa (adaptado de http://
textbookofbacteriology.net/ pseudomonas.html).

Muitas infeccbes por P. aeruginosa sao nosocomiais, ou seja, Sao
adquiridas pelos doentes enquanto internados no hospital ou mesmo por outras
pessoas em contacto com o meio hospitalar (Tsukayama et al., 2004; Severino e
Magalhdes, 2002). Os doentes imunodeprimidos constituem um grupo
particularmente susceptivel a este tipo de infec¢cdes (Sa&-Correia, 2000;

http://textbookofbacteriology.net/pseudomonas.html).

2.2. Mecanismos de resisténcia aos antibidticos por

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é notavel pela sua resisténcia a antibioticos (Lagatolla et al.,
2004; Tsukayama et al., 2004). E naturalmente resistente a muitos antibioticos,
devido a barreira de permeabilidade fornecida pelo lipopolissacarido da
membrana exterior (Livermore, 2002). Por outro lado, a sua tendéncia para
colonizar superficies na forma de biofilme protege as células de serem afectadas

pelas concentragcbes terapéuticas dos antibidticos (Delissalde e Cuevas, 2004,
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Madigan et al., 2003). Outro problema que surge em relacdo a P. aeruginosa,
reside em que muitas estirpes nao respondem clinicamente, embora, in vitro, se
revelem aparentemente sensiveis aos antibiéticos (Govan, 1993).

Uma vez que o seu habitat natural € o solo, onde vive em associacdo com
bacilos, actinomicetes e bolores, P. aeruginosa desenvolveu resisténcia a varios
dos antibidticos produzidos naturalmente por essas espécies (Sa-Correia, 2000;
http://textbookofbacteriology.net/pseudomonas.html).

P. aeruginosa é frequentemente resistente aos antibiéticos mais utilizados,
tais como [-lactamicos, macrolidos, cloranfenicol, sulfonamidas e trimetoprim.
Existem ainda estirpes que desenvolveram resisténcia a antibidticos como
fluoroquinolonas e aminoglicosideos (Jo et al., 2003; Tomofusa et al., 20083;
Livermore, 2002).

As bactérias possuem varios mecanismos para resistir a antimicrobianos.
Podem sofrer mutacdes cromossoOmicas, expressar um gene cromossomico
latente ou adquirir novo material genético de resisténcia por conjugacao,
transducédo ou transformacéo. A informacédo codificada por este material genético
possibilita a bactéria o desenvolvimento de resisténcia por trés mecanismos
principais: produzindo uma enzima que inactive ou destrua o antibiotico; alterando
o local alvo do antibiotico de forma a impedir a sua acc¢ao; impedindo o acesso do
antibiético ao alvo. E frequente encontrarem-se estirpes hospitalares que
possuam simultaneamente varios destes mecanismos (Shlaes et al., 1997).

O aparecimento de resisténcia multipla associada a elementos méveis é
menos previsivel do que a resisténcia mutacional uma vez que depende da
captura aleatéria de genes por esses elementos. Contudo, uma vez adquirida
essa resisténcia, tanto pode disseminar-se a estirpe hospedeira entre pacientes
como disseminar-se a resisténcia entre estirpes e, por vezes, ultrapassando
mesmo a barreira da espécie (Nemergut et al., 2004; Livermore, 2003; Madigan et
al., 2003; Leverstein-van Hall et al., 2002).

A propagacédo de cassetes de genes de resisténcia a antimicrobianos pelos
IR, parece ser favorecida pela pressao selectiva dos regimes de terapéutica
antimicrobiana, que levam a captura especifica de determinadas cassetes de

genes (Rowe-Magnus et al., 2001).
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A diminuicdo do uso de antibacterianos nem sempre leva a diminuicdo da
resisténcia, o que possivelmente se deve a boa adaptacdo das bactérias para o

transporte dessa resisténcia (Livermore, 2003).

3. O género Brevibacterium

O género Brevibacterium é o Unico da familia Brevibacteriaceae (Subclasse
Actinobacteridae, Classe Actinobacteria, Filo Firmicutes e Dominio Bacteria). Este
género foi proposto por Breed (1953), com Brevibacterium linens como espécie
tipo, para um numero de bactérias Gram positivas, com a forma de bastonetes
curtos e nao ramificados, ndo formadoras de esporos, outrora classificadas no
género Bacterium. Dada a fraca delimitacdo do género, rapidamente se tornou um
repositério para varias espécies com caracteristicas morfologicas, bioguimicas e
fisiolégicas muito diversas. A descricdo do género foi subsequentemente corrigida
para englobar apenas as espécies com grande semelhanca a espécie tipo, B.
linens (Collins et al., 1980).

Os membros do género Brevibacterium podem ser encontrados em varios
nichos ecolégicos, incluindo a flora comensal do homem e de outros animais,
assim como em alimentos e no ambiente (Funke et al., 1997; Reinert et al., 1995;
Gruner et al., 1994; Funke e Carlotti, 1994; Gruner et al., 1993; Neumeister et al.,
1993).

Os organismos do género Brevibacterium apresentam um conteudo em GC
compreendido entre 60 e 67 % e sdo caracterizados por exibirem um ciclo de vida
marcadamente pleomorfico durante o crescimento em meios complexos; na fase
exponencial as células apresentam-se morfologicamente como bastonetes, mas,
ao entrarem na fase estacionaria de crescimento, adquirem a forma de cocos.
Ambas as formas morfolégicas sdo Gram positivas, mas algumas estirpes e
colonias envelhecidas descoloram rapidamente. Outras importantes propriedades
bioquimico-morfolégicas de Brevibacterium spp. incluem: a nédo formacédo de
endésporos; a auséncia de mobilidade; a temperatura Optima de crescimento

entre 20 e 30 °C (ou 37 °C dependendo da espécie e estirpe); serem aerobicos
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obrigatorios; possuirem metabolismo oxidativo; ndo produzirem acido a partir de
hidratos de carbono em meio de peptona; produzirem proteinases extracelulares e
catalase; ndo possuirem urease; serem halotolerantes; o peptidoglicano que
forma a parede celular possuir acido meso-diaminopimélico (meso-DAP) como
diamino&cido; auséncia de arabinose e de &cidos micdlicos na parede celular;
possuirem grandes quantidades de menaquinonas desidrogenadas (Funke et al.,
1997; Cai e Collins, 1994; Jones e Keddie, 1986).

As brevibactérias sdo passiveis de ser confundidas com membros dos
géneros Arthrobacter e Rhodococcus, uma vez que todos sdo estritamente
aerobicos e apresentam um ciclo de vida pleomérfico (Jones e Keddie, 1986).
Contudo, enquanto as brevibactérias contém meso-DAP como constituinte da
parede celular, as artrobactérias contém lisina. Relativamente aos membros do
género Rhodococcus, apesar de também possuirem meso-DAP na parede
celular, tal como os géneros Corynebacterium, Nocardia e Mycobacterium, os
membros de todos esses géneros contém arabinose como acucar caracteristico
da parede celular, o que ndo acontece com as bactérias do género
Brevibacterium. Uma outra caracteristica que permite distinguir as brevibactérias
das bactérias pertencentes aos géneros acima mencionados e que contém meso-
DAP é o facto de ndo possuirem acidos micolicos mas sim acidos teicoicos nas

suas paredes celulares (Rattray e Fox, 1999).

3.1. As espécies do género Brevibacterium

Um grande numero de questdes permanece ainda por esclarecer em
relacdo ao género Brevibacterium em diversas areas incluindo a fisiologia,
metabolismo e taxonomia (Rattray e Fox, 1999).

A identificacdo a nivel do género € baseada principalmente em aspectos
guimiotaxonomicos (Jones e Collins, 1986). A diferenciacdo a nivel das espécies
€ essencialmente baseada nos pigmentos e no habitat, mas a diferenciagdo das
espécies nao pigmentadas depende grandemente de técnicas moleculares de

tipagem (Alves et al., 2002; Lima e Correia, 2000).
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Um estudo realizado com vérias técnicas moleculares revelou um alto grau
de variabilidade genética no grupo B. linens/ B. casei e no grupo B. iodinum/ B.
epidermidis. As duas Ultimas espécies parecem estar mais proximas de espécies
do género Corynebacterium do que do género Brevibacterium. Estes resultados,
em conjunto com a grande diversidade genotipica encontrada, realcam a
necessidade de desenvolver a taxonomia do género Brevibacterium, para o que
sdo necessarios mais estudos com outras estirpes e espécies recentemente
descritas (Alves et al., 2002).

Para além de B. linens sdo actualmente reconhecidas no género outras
catorze espécies: B. iodinum, B. casei, B. epidermidis, B. mcbrellneri, B. otitidis, B.
avium, B. paucivorans, B. luteolum, B. celere, B. picturae, B. sanguinis, B.
antiquum, B. aurantiacum e B. permense. As espécies B. halotolerans, B.
frigoritolerans e B. stationis ndo foram ainda sujeitas a estudos genéticos pelo que
a sua posicdo taxonémica permanece incerta (http://www.bacterio.cict.fr/b/
brevibacterium.html).

Antes de 1991 as brevibactérias ndo eram associadas a doencas em
humanos. Em 1991, McCaughey isolou B. epidermidis de uma infec¢do associada
a um catéter venoso (McCaughey e Damani, 1991). Em 1993, Gruner e
colaboradores isolaram 9 estirpes de B. casei e B. epidermidis a partir de
amostras clinicas. A partir dessa data as bactérias corineformes pertencentes ao
género Brevibacterium tém vindo a ser progressivamente reconhecidas como
patégenos oportunistas em varios ambientes clinicos, especialmente nosocomiais
(Antoniou et al., 1997; Funke et al., 1997).

B. casei é a principal estirpe de Brevibacterium isolada de amostras
clinicas (Funke e Carlotti, 1994), tendo sido isolada de sangue, liquido
cerebroespinal e pleural (Gruner et al., 1994). Foram descritos casos de
septicemia (Castagnola et al., 1997; Reinert et al., 1995) e outras doencas em
humanos (Reinert et al., 1995).

Os técnicos dos laboratdrios de Microbiologia clinica devem ser alertados
para o facto de organismos ambientais, como as brevibactérias, apesar de serem

pouco comuns, poderem causar infeccbes oportunistas, especialmente em

hospedeiros imunocomprometidos (Janda et al., 2002). E ainda de salientar que a
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microbiota ambiental pode constituir um reservatorio importante de determinantes

genéticos de resisténcia a antibidticos (Saavedra et al., 2003).

3.2. Resisténcia aos antibidticos por Brevibacterium

A resisténcia a antibiéticos por parte das brevibactérias ndo se encontra
muito estudada.

Num dos poucos estudos, B. linens foi testada conjuntamente com varios
outros microrganismos isolados de queijo e outros produtos lacteos, a 30
antibioticos diferentes tendo-se mostrado resistente a meticilina, nafcilina,
cloxacilina, oxacilina, furadantina e acido nalidixico (Reinbold e Reddy, 1974).

Troxler e colaboradores (2001) testaram a susceptibilidade natural a
antibioticos de B. casei, verificando que esta espécie era resistente a maior parte
dos antibidticos testados, sendo apenas susceptivel a tetraciclina,
aminoglicosideos, carbapenemos, macrolidos, lincosamidas, glicopeptideos e
rifampina.

A aquisicdo de genes de resisténcia por transferéncia horizontal esta
muitas vezes associada a plasmideos. Em B. linens estdo descritos quatro
plasmideos, ndo havendo registo da presenca de plasmideos nas outras espécies
de Brevibacterium (Moore et al., 2003; Leret et al., 1998; Kato et al., 1989). Quatro
estirpes de B. linens identificadas como portadoras de plasmideos foram testadas
para a resisténcia a antibioticos e producao de proteases, lipases e bacteriocinas,
nao tendo sido associada qualquer dessas caracteristicas aos plasmideos (Moore
et al., 2003).

Nandi e colaboradores (2004) descreveram pela primeira vez a ocorréncia
do gene intll em estafilococos, aerococos e brevibactérias, afirmando ainda que
os dois ultimos grupos apresentavam amplicdes 5’CS-3'CS com a estrutura dos
integrbes de classe 1, mas ndo mencionando quais as cassetes de genes neles
inseridas. No entanto, a espécie de Brevibacterium identificada nesse estudo

7

como B. thiogenitalis é, na realidade, Corynebacterium glutamicum (http://
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www.nchi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1718&IvI=3
&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock).

No GenBank encontram-se algumas sequéncias de integrase de B. linens
BL2 depositadas recentemente, ndo havendo nenhuma referéncia a restante

estrutura do integréo.
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1. Estirpes bacterianas

Na tabela 1 encontram-se listadas as estirpes utilizadas neste trabalho.

Tabela 1. Estirpes bacterianas utilizadas neste estudo

Espécie Estirpes Origem
) ) ) DSM 20658 ) -
Brevibacterium casei T Leite e queijo Cheddar
DSM 20657
Brevibacterium epidermidis DSM 20660" Pele humana
) o LMG 2201 )
Brevibacterium iodinum T Leite
DSM 20626
CCUG 12168
) ) ) CCUG 23846 ) N
Brevibacterium linens Detritos de aves, queijo
CCUG 23896
ATCC 19391
Escherichia coli Plasmideo com inserto
transformada com pTRC99A gentilmente cedido por
com parte do Tn7 inserido Prof. P. Roy (ULAVAL)
. ) Gentilmente cedida por
Klebsiella pneumoniae FFUL22K

Prof. A. Duarte (FFUL)

Pal, Pa4, Pa5, Pa9, Pal4,
Pa20, Pa21, Pa22, Pa24, Pa30, | Expectoracao
Pa31, Pa32, Pa34, Pa35
Pa2, Pa3, Pal8, Pal9

Secrecdo brénquica

Pseudomonas aeruginosa

Pa7, Pa25, Pa33 Urina

Pal0, Pall, Pal2, Pal3, Pal5, i

Pa23, Pa29 Pus

Pa6, Pa8, Pal6, Pal7, Pa26, | Produto biolégico ndo
Pa27, Pa28 especificado

Gentilmente cedida por Dr2.

Salmonella typhimurium _
A. Schmidt (KVL)

DT 104 (9616368)

ATCC : American Type Culture Collection, Rockville, USA; CCUG : Culture Collection University of Goteborg,
Sweden; DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Germany; DT: fagotipo; FFUL:
Faculdade de Farmacia, Universidade de Lisboa; KVL: The Royal Veterinary and Agricultural University,
Denmark; LMG: Laboratorium voor Microbiologie Universiteit Gent, Belgium; Pa: estirpes de P. aeruginosa
obtidas de amostras clinicas de pacientes do Hospital Infante D.Pedro, Aveiro; ULAVAL: Université Laval,

Canada.
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bY

Em laboratério, apés incubacdo a temperatura 6ptima (30 °C para

Brevibacterium e 37 °C para as restantes) durante 18 horas, as estirpes foram

mantidas em placas de Petri com Tryptic Soy Agar, TSA, (Merck), a 4 °C.

2. Preparacao de DNA total em solucéo

O DNA total das estirpes de P. aeruginosa foi 