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Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

A disseminação da resistência aos antimicrobianos (RAMs) aumenta a morbidade e letalidade 

das infecções, dificultando seu tratamento. Em espécies de bactérias gram-negativas a 

propagação desses genes tem afetado a eficácia de diversos antimicrobianos. A RAM emerge 

principalmente nas instituições de saúde, mas as bactérias resistentes não estão restritas a esses 

ambientes. A aquisição de genes de resistência aos antimicrobianos (GRAs) se deve a três 

principais mecanismos: conjugação, transdução e transformação. Porém, recentemente, foi 

descrita a aquisição de GRAs mediada por vesículas extracelulares (VEs), a vesidução. Estas 

estruturas são constituídas a partir da membrana celular, e podem empacotar uma ampla gama 

de moléculas do periplasma e citoplasma bacterianos. Embora alguns estudos tenham 

confirmado a atuação de VEs na transferência de GRAs em condições laboratoriais, o 

empacotamento de genes que conferem mecanismos de resistência cosiderados de alto risco 

para a saúde humana permanece pouco explorado. O objetivo do presente trabalho avaliar se 

VEs extraídas de bactérias coletadas do ambiente aquático são carreadoras de GRA. Para isso, 

foram estudadas cepas bacterianas previamente caracterizadas, isoladas de águas costeiras 

recreativas, portadoras de GRAs mediados por plasmídeos. Foram incluídas na coleção do 
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estudo cepas resistentes aos carbapenemas pela produção de carbapenemases, incluindo 

Enterobacter kobei FL23, Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262, Citrobacter werkmanii IncQ 

- LB887; e uma cepa resistente à polimixina pela produção de mcr, Escherichia coli 

ST683/CC155 - JP24. A extração de VEs foi realizada a partir de crescimento em meio sólido 

submetido a ultracentrifugações em PBS, e filtração por membranas com 0,45 micrômetros de 

poro, para garantir a retenção de células remanescentes. O material foi visualizado por meio de 

microscopia eletrônica de transmissão (MET), demonstrou a presença de filamentos proteicos 

e bacteriófagos interagindo com a amostra. A análise do tamanho da população de vesículas foi 

realizada por rastreamento de nanopartículas (NTA -Nanoparticle Tracking Analysis), cujo 

resultado demonstrou vesículas entre 100nm a 400nm. A presença de GRAs e dos grupos de 

incompatibilidade plasmidial dos replicons que carreiam esses genes foram pesquisados por 

meio da técnica de PCR antes e depois do tratamento das VEs com proteinase K e DNase. Os 

resultados apontaram para a presença dos genes de incompatibilidade plasmidial IncX3, IncU, 

IncX4, IncI1, IncQ1, IncA e IncR e dos genes blaNDM-1 e mcr-1.  

Palavras-chave: genes de resistência, bactérias multirresistentes, vesículas de membrana 

extracelular, RAMs, GRAs. 
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The spread of antimicrobial resistance (AMRs) increases the morbidity and lethality of 

complications, making their treatment difficult. In gram-negative bacterial species these genes 

have affected the effectiveness of several antimicrobials. AMR emerges primarily in healthcare 

institutions, but resistant bacteria are not restricted to these environments. Such spread can have 

consequences for human and animal health and therefore deserves further investigation. The 

ability to acquire antimicrobial resistance genes (ARGs) must have three main mechanisms: 

conjugation, transduction and transformation. However, the acquisition of ARGs mediated by 

extracellular vesicles (EVs), a process named “vesiduction” was recently described. These 

structures originate from the cell membrane, and can package a wide range of substances from 

the bacterial periplasm or cytoplasm. Although some studies have confirmed the role of EVs in 

transferring ARGs under laboratory conditions their role in an aquatic environment is still 

unexplored. Therefore, our hypothesis is that vesicular transport is an important mechanism for 

the transfer of ARGs in the aquatic environment, due to the delivery capacity even when there 

is no close contact between donors and recipients. The objective of the present work is to test a 

solid medium extraction methodology to assess whether EVs extracted from bacteria collected 

from the aquatic environment package ARGs in vitro. For this, the strains Enterobacter kobei 

FL23, Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262, Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 and 
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Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 were incubated to obtain their respective EVs. The 

extraction of EVs was performed from growth in solid medium subjected to ultracentrifugation 

in PBS, and filtration through membranes with 0.45 micrometers of pore, to ensure the retention 

of remaining cells. The material was visualized by transmission electron microscopy (TEM), 

demonstrating the presence of protein filaments and bacteriophages interacting with the sample. 

The analysis of the size of the population of vesicles was performed by tracking nanoparticles 

(NTA -Nanoparticle Tracking Analysis), whose result showed vesicles between 100nm and 

400nm. The presence of GRAs and the plasmid incompatibility groups of the replicons that 

carry these genes were investigated using the PCR technique before and after the treatment of 

EVs with proteinase K and DNase. The results pointed to the presence of the plasmid 

incompatibility genes IncX3, IncU, IncX4, IncI1, IncQ1, IncA and IncR and the blaNDM-1 and 

mcr-1 genes. 

 

Key words: resistance genes, multiresistant bacteria, extracellular membrane vesicles, RAMs, 

GRAs. 
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Faz parte de nosso cotidiano conviver com bactérias em múltiplos ambientes, como em 

hospitais, na agricultura, no meio aquático e muitos outros, através dessa interação boa parte 

dessas células é responsável por causar infecções e agravamento de quadros clínicos na 

medicina humana e veterinária. Dentro desse contexto, sabe-se que estes microrganismos são 

capazes de resistir ao tratamento com antibióticos, compostos utilizados para tratar o 

surgimento de infecções no organismo. O surgimento dessa resistência está associado 

principalmente a sua prescrição exacerbada na clínica, posologia incorreta e no despejo 

indiscriminado dos compostos em redes de água e esgoto. Porém, para se tornarem resistentes 

é necessário que os microrganismos adquiram essa resistência, e isso ocorre através da 

aquisição de plasmídeos contendo essa multirresistência. O estudo no último reservatório da 

resistência apontado, o meio aquático, ainda é pouco explorado em termos de propagação da 

resistência quando o assunto é a transferência horizontal de genes (THG). A THG funciona de 

forma similar a um jogo, quando o personagem evolui ao passar de fase adquirindo maior 

destreza para burlar os desafios. Seguindo o raciocínio, a bactéria se torna o personagem, os 

antibióticos são os desafios que ela precisa ultrapassar, a resistência é a destreza adquirida para 

que a mesma consiga se multiplicar e a transferência horizontal de genes é o mecanismo 

utilizado para que a aquisição do gene de resistência ocorra. Para adquirir essa resistência, a 
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bactéria utiliza de variadas técnicas, similar ao uso de manobras para atingir o objetivo de forma 

mais prática dentro do jogo. Essas técnicas são nomeadas como transformação, transdução, 

conjugação e recentemente foi descrito o processo de vesidução. O processo de vesidução 

consiste na entrega de material genético através de vesículas extracelulares. Pode-se associar o 

processo a aquisição de um bônus ou presente que um parceiro te entrega para que você fique 

mais potente no jogo sem que seja necessária a interação direta entre os jogadores. Em meio 

aquático, o processo de vesidução se mostra bastante vantajoso, por realizar a entrega de forma 

protegida e direcionada, como se o presente entregue no jogo tivesse uma embalagem super 

bacana e chegasse de forma extremamente veloz, por isso focamos em investigar o processo 

neste meios específico. No presente trabalho o processo de vesidução foi investigado em quatro 

tipos de bactérias provenientes da água do mar isoladas pelo nosso laboratório, devido a 

ausência da descrição do processo em relação a estes microrganismos na literatura. Na 

investigação descobrimos que, o empacotamento dos genes de resistência através de vesículas 

extracelulares realmente acontece entre as bactérias sendo uma possibilidade posterior a 

aquisição de resistência pelas cepas, muitos filamentos de proteínas e bacteriófagos foram 

vistos fazendo parte e interagindo com as amostras analisadas, demonstrando ser um processo 

muito importante em meio aquático devido à instabilidade e alcance do meio em questão, 

abrindo questionamento acerca da disseminação da resistência através deste mecanismo. 
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01. Introdução 

1.1 Bactérias e a questão da resistência 

     Bactérias são microrganismos unicelulares, procariontes, metabolicamente ativos, altamente 

adaptáveis às variações que ocorrem no meio, e com processos sofisticados para sua replicação 

e sobrevivência. Sua existência está amplamente difundida por todo o planeta, com vida livre 

ou parasitária. São apontados como uma das principais causas de doenças (Barão, 1996). Assim, 

medidas terapêuticas como o uso de antimicrobianos se fazem pertinentes para a manutenção 

da saúde. Estes medicamentos perturbam o metabolismo do agente infeccioso e são eficazes no 

combate de doenças (Habboush, Guzmán, 2022). No entanto, bactérias comumente alteram 

seus processos metabólicos em resposta à exposição aos antimicrobianos, o que possibilita a 

manutenção do patógeno e disseminação no meio em que está inserido (Livermore, 2003).  

     A resistência aos antimicrobianos (RAM) causa aumento da letalidade das infecções 

(Livermore, 2003) e é apontada como uma das principais ameaças à saúde pública, 

comprometendo a prevenção e tratamento de doenças ocasionadas por infecções bacterianas 

(Porooshat Dadgostar, 2019). Estudos apontam que o impacto econômico anual da RAM na 

Europa é da ordem de 900 milhões de Euros (Prestinaci, Pezzotti e Pantosti, 2015). Esse 

impacto está diretamente relacionado com uso de antibióticos mais caros, equipamentos 

especializados, maior permanência hospitalar e procedimentos de isolamento para os pacientes, 

tendo ainda os custos sociais que  incluem a morte e perda de produtividade (Prestinaci, Pezzotti 

e Pantosti, 2015).  De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a projeção é que 

ocorra um grau de mortalidade superior a dez milhões de pessoas anualmente, em todo o 

mundo, até 2050, levando apenas a RAM em consideração caso não ocorram ações 

interventoras na evolução da resistência (WHO, 2017). Nos EUA, O Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC) estimou mais de dois milhões de pessoas afetadas por infecções 

resistentes a antibióticos a cada ano, com pelo menos 23.000 morrendo como resultado da 

infecção (CDC, 2013). O Brasil é considerado entre os países da América Latina, um dos que 

apresenta os níveis mais elevados de resistência bacteriana para os principais patógenos, 

particularmente os bacilos gram-negativos (Andrade et al, 2008).  

    A acelerada evolução da resistência bacteriana relaciona-se diretamente com o uso de 

antimicrobianos (Laxminarayan, 2014). A utilização desses fármacos nas instituições de saúde, 

em grande quantidade e variedade, faz desses locais ambientes críticos para o acúmulo e 
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disseminação de genes de resistência aos antimicrobianos (GRA) (Spellberg, 2018). Porém, 

essa utilização não ocorre somente na medicina humana, mas também em práticas 

agropecuárias na prevenção de infecções e na promoção do crescimento animal. (Van Boeckel 

et al, 2019). Além disso, o descarte indevido dessas substâncias também pode contribuir para a 

disseminação da RAM (De Man et al., 2000; O’Neill, 2014). Como consequência, as bactérias 

resistentes não estão restritas às instituições saúde e podem afetar as esferas humana, ambiental 

e animal por outras vias de contaminação, aumentando também a morbidade e letalidade das 

infecções adquiridas fora do ambiente hospitalar (O’Neill 2014, WHO 2017a). 

 

     Bactérias gram-negativas (BGNs) foram classificadas pela Organização Mundial da Saúde 

(WHO) como patógenos prioritários por causa da RAM (Figura 1). Nesse grupo bacteriano a 

aquisição de maior variedade de GRAs é descrita e de forma mais frequente. Além disso, são 

bactérias que modulam e/ou alteram uma série de atributos cromossômicos como porinas, 

lipopolissacarídeos da membrana, sistemas de dois componentes, bombas de efluxo, e mesmo 

os alvos dos antimicrobianos nas células, resultando em resistência a diferentes classes de 

antimicrobianos (Lepe, Martínez, 2022). 

 

     Ainda é importante ressaltar a resistência a carbapenêmicos e polimixinas, ambas descritas 

como fármacos de último recurso. (Jeannot, Bolard e Plésiat, 2017; Nordmann, 2010). 

Atualmente, patógenos gram-negativos do gênero Enterobacteriaceae são descritos como 

altamente relevantes na disseminação da resistência a esses fármacos, cujos os mecanismos de 

resistência envolvem a expressão de enzimas KPC e NDM que clivam o anel betalactâmico dos 

carbapenêmicos; e genes mcr, que modificam o LPS impedindo a ação das polimixinas 

(Nordmann, 2010) (Dortet , Poirel e Nordmann 2014). 
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Figura 1 - Patógenos prioritários no contexto da RAM segundo a classificação da Organização mundial de 

saúde. Imagem adaptada de Breijyeh, Jubeh e Karaman, 2020. 

 

     Matrizes aquáticas se destacam entre os ambientes de disseminação de RAMs (Dinesh et al. 

2016). A disseminação de RAMs nesses ambientes já foi descrita por todo o mundo, como no 

Canadá (Dinesh et al. 2016), Sudeste da Ásia (Makkaew et al. 2021), EUA (Ahmed et al. 2018), 

Japão (Azuma et al. 2019), Sri Lanka (Guruge et al. 2021) e no Brasil, onde GRAs como 

blaKPC, mcr, e codificadores de carbapenemases tipo GES, NDM foram abundantemente 

encontrados em águas fluviais e costeiras urbanas do Rio de Janeiro (Paschoal et al. 2017). 

     Tendo em vista, a correlação do desenvolvimento da resistência com o metabolismo celular, 

é importante pontuar que a existência destes mecanismos é proveniente de alterações genéticas 

fruto de um processo evolutivo, podendo ocorrer por meio de mutações ou através da aquisição 

horizontal de genes (Livermore, 2003). 
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1.2 Mecanismos de disseminação da resistência 

   A capacidade de adquirir GRAs se dá por meio da ação de elementos genéticos móveis 

repassados por três mecanismos mais estudados: transformação, a absorção de DNA livre no 

ambiente; conjugação, dependente de plasmídeos que codificam a maquinaria necessária para 

se transferir; e transdução, que envolve a aquisição de DNA exógeno por meio da ação de 

bacteriófagos durante a infecção (Burmeister, 2015) (Figura 2). Todos podem ocorrer 

comumente no ambiente, sendo responsáveis por levarem ao acúmulo de GRAs (Stokes & 

Gillings 2011). 

 

Figura 2 - Transferência horizontal de genes entre bactérias. a | O processo de transformação ocorre a partir da 

liberação do DNA de um organismo que é em seguida reabsorvido por outro organismo. b | A transdução, 

consiste na transferência dos genes de resistência a antibióticos por meio de bacteriófagos. c | A conjugação 

ocorre por contato direto entre duas células bacterianas pelo pilus conjugativo. Adaptado de Furuya e De Lowy, 

2006. 

      

     O processo de transformação foi descrito primeiramente por Fred Griffith em 1928. A 

descoberta propiciou a visualização da alteração fenotípica e do desenvolvimento das infecções 

a partir da capacidade de absorção de DNA, caracterizando o processo de transformação. A 

aquisição do DNA transformador do meio livre só acontece sob o estado de competência da 

célula bacteriana. O estado de competência consiste em um estado fisiológico específico da 

cepa que necessita da expressão das proteínas associadas ao processo, para que ocorra a 
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regulação da capacidade de transformação, restringindo o potencial da transformação como 

mecanismo de disseminação de resistência, as que possuem esse mecanismo naturalizado 

expressam um conjunto de proteínas dedicadas à captação que muitas vezes estão associadas a 

membrana externa da bactéria (Jhonston et al, 2014). Bactérias do gênero Neisseria, por 

exemplo, são descritas como naturalmente transformáveis, pois sintetizam suas proteínas de 

competência de forma constitutiva. O estado de competência nesse caso requer o 

funcionamento da maquinaria de biogênese associada ao pili IV e suas proteínas que captam o 

DNA exógeno, permitindo que o processo de transformação ocorra. Porém, para que a 

agregação do gene seja possível é necessário que o DNA passe pelo processo de circularização 

ou recombinação homóloga permitindo sua incorporação ao cromossomo (Aas et al, 2002). 

 

     A conjugação é um processo que requer o contato célula-célula mediado pelo pilus 

conjugativo, em caso de bactérias gram-negativas (Sørensen et al, 2005). Durante a interação, 

ocorre a transferência de DNA plasmidial da célula doadora para a receptora. Essa transferência 

ocorre em forma de fita simples, sendo reconvertida a fitas duplas nos citoplasmas tanto do 

doador quanto do receptor de maneira subsequente (Wozniak e Waldor, 2010). A maquinaria 

relaciona o seu funcionamento aos plasmídeos conjugativos e também aos elementos integrados 

ao genoma bacterianos promotores da conjugação (Wozniak e Waldor, 2010). O referido 

processo é o mais estudado entre as vias de disseminação da resistência, sendo também o mais 

vantajoso por realizar a transferência em ambiente estável e protegido do meio, demonstrando 

sua eficácia e facilidade na realização da transferência horizontal de genes (Wintersdorff et al, 

2016). 

 

     A transdução, é o mecanismo de transferência que exige a atuação de um bacteriófago 

carreador do gene de resistência durante o processo infeccioso (Schneider, 2017). Durante a 

infecção, os vírus podem realizar o empacotamento errôneo do DNA das respectivas bactérias 

hospedeiras envolvidas no processo, carreando os genes e transferindo-os para a próxima célula 

infectada (Schneider, 2017). A transferência de genes se dá por duas vias: i) especializada 

quando o bacteriófago realiza a integração do genoma viral ao cromossomo bacteriano e, ao 

final do processo infeccioso, retira fragmentos inseridos na região de ligação, ou ii) 

generalizada, quando a agregação de DNA bacteriano ao bacteriófago não é programada, 

ocorrendo de forma aleatória ou equivocada. Ambas as vias contribuem de forma eficaz para a 

disseminação da RAM (Brown-Jaque, Calero-Cáceres e Muniesa, 2015). 
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     Os mecanismos descritos até agora são os mais explorados na literatura, porém não atuam 

com exclusividade na transferência horizontal de genes de resistência. A  partir disso, é possível 

elucidar novos mecanismos de forte atuação no tema, dentre eles a atuação de vesículas de 

membrana que serão descritas a seguir (García-Aljaro, Ballesté e Muniesa, 2017; Liu, Thomsen 

e Olsen, 2021; Sun, 2018). 

1.3 Vesículas extracelulares 

          Vesículas extracelulares (VEs) são nanopartículas esféricas de caráter lipídico que 

medem entre 20 e 400 nm de diâmetro e, em seu processo de excisão, levam consigo 

características da membrana celular do organismo de origem (Toyofuku, Nomura e Eberl, 

2019). VEs atuam de forma múltipla e abundante entre todos os extratos existentes nos 

domínios da vida, possuindo caráter patogênico ou comunicativo (Nasarabadi, Berleman e 

Auer, 2019). Sua nomenclatura pode ser especializada se relacionada com a célula originária 

de sua secreção: em caso de organismos eucarióticos denominam-se microvesículas ou 

exossomas e, em caso de procariotos, são comumente chamadas de VEs (Camussi et al, 2010; 

Deatheradge e Cookson, 2012).  

     Em bactérias gram-negativas, as VEs podem ser constituídas apenas pela membrana externa 

ou pela membrana interna e a camada de peptidoglicano (Toyofuku, Nomura e Eberl, 2019). 

Na caracterização destas vesículas (Figura 3) é possível observar proteínas e lipídeos formando 

uma bicamada em sua estrutura quando são vesículas de membrana externas, originárias da 

porção mais exterior da célula bacteriana. Em outro contexto, pode-se avaliar a existência de 

vesículas de membrana interna e externa, cujo a composição envolve as três camadas estruturais 

de bactérias gram negativas com duas camadas membranosas envolvendo a de peptidoglicano, 

sendo consideravelmente maiores que as outras vesículas de membrana (Pérez-Cruz et al, 

2015). 
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Figura 3 - Biogênese, composição e funções do VE bacteriano. A | VEs derivadas de bactérias gram-negativas 

podem ser liberadas através da membrana externa (i) por ligações proteicas diminuídas entre a membrana 

externa e o peptidoglicano; (ii) por acúmulo de proteínas desdobradas e/ou fragmentos de peptidoglicano no 

espaço periplasmático gerando pressão de turgescência; e (iii) por lise celular explosiva. B | VEs derivadas de 

bactérias gram-positivas podem ser liberadas através da parede celular (i) pela pressão de turgescência causada 

pelo acúmulo de VEs; e (ii) pela ação de enzimas que degradam a parede celular. C | A composição bacteriana 

das VEs inclui uma dupla camada fosfolipídica, proteínas, glicoproteínas, metabólitos e ácidos nucleicos. As 

VEs gram-negativas diferenciam-se das VEs derivados de gram-positivos pela presença de LPS em sua 

superfície. D | VEs funcionam durante as interações entre bactérias ou células hospedeiras. VEs, vesículas 

extracelulares; LPS, lipopolisacáridos. Adaptado de Palomino et al., 2021. 
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     Dentre as vias de biogênese das vesículas, podemos citar o estímulo da sua formação a partir 

da modulação das ligações cruzadas entre a membrana externa e o peptidoglicano. Alguns 

estudos apontam o estímulo da vesiculação a partir da ausência da porina de membrana externa 

OmpA, com efeito inverso em sua presença. (Moon et al., 2012; Deatherage et al., 2009, 

Shewchheimer e Kuehn, 2015). 

 

    Estudos apontam grande diversidade acerca do conteúdo intravesicular e na modulação da 

produção, ambas as características são ocasionadas pelas condições do meio em que se 

encontram as bactérias (Bager et al., 2013; Jasim et al., 2018; Orench-Rivera e Kuehn, 2016). 

Dessa forma, é possível afirmar que o processo de vesiculação ocorre de maneira não-aleatória, 

determinando o caráter das vesículas envolvidas no processo (Guerrero-Mandujano et al., 2017; 

Toyofuku, Nomura e Eberl, 2019). 

 

     A privação de aminoácidos e o uso de antimicrobianos também são fatores que estimulam a 

formação de vesículas, demonstrando que o desequilíbrio do meio pode induzir o surgimento 

de VEs (Kim JH, 2015). A explicação para este processo surge a partir de um resultado de 

renovação da parede celular, cuja origem surge na cadeia de peptidoglicano onde um turgor se 

originaria na membrana externa inchando-a e induzindo a formação de bolhas que originariam 

as VEs (Leah Zhou et al. 1998). 

    Referente ao uso de antimicrobianos, em vesículas produzidas sob exposição aos fármacos 

foi relatado um conteúdo proteico significativamente maior, não necessariamente atrelado à 

dimensão das vesículas, sugerindo um papel importante no carreamento de fatores de virulência 

por meio de processos envolvidos em choque séptico (JL Kadurugamuwa & J Beveridge 1995). 

Neste mesmo estudo, foi encontrado no interior de VEs frações referentes ao LPS, enzimas 

como fosfolipase C, proteases, hemolisinas e fosfatases alcalinas, sendo estes fatores que 

regularmente contribuem para a patogenicidade das infecções pelo gênero Pseudomonas. Em 

outro trabalho, há a descrição da entrega de β-lactamases mediada por vesículas, fator indicativo 

de um mecanismo de resistência aos β-lactâmicos em bastonetes gram-negativos (Ciofu et al. 

2000, Schaar et al., 2011, Devos et al., 2015). A partir de ambas as pesquisas, acredita-se que 

através da localização periplasmática destas enzimas ocorra a contribuição para empacotamento 

das mesmas em VEs. Assim é possível concluir que as mesmas podem atingir certo potencial 

na contribuição do aumento temporário da RAM (Ciofu et al. 2000). 
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     Também é possível associar a produção de VEs à partir da alteração do conteúdo lipídico de 

regiões da membrana externa (McMahon e Boucrot, 2015). Mesmo que não completamente 

elucidado é possível afirmar que o acúmulo de ácidos graxos com cadeias pares de carbono em 

áreas específicas da membrana externa pode propiciar regiões lipídicas mais favoráveis ao 

processo de vesiculação, fator que também pode estar associado aos tipos de ligação entre os 

ácidos graxos envolvidos, que quando em ligações menos estáveis podem facilitar a ocorrência 

do mecanismo (Shwechheimer, Rodriguez e Kuehn, 2015). 

     Outra via que demonstra o princípio do processo de vesiculação e está associada a via 

anterior aponta a curvatura da membrana externa entreposta por ligações proteicas à porção 

lipídica como influenciadora em potencial do processo. As ligações proteicas causam a 

expansão da porção externa ocasionando a curvatura da membrana pela diferença de tamanho 

entre as porções lipídicas (Shewchheimer, Rodriguez e Kuehn, 2015).  

 

      Há ainda uma via da biogênese cujo processo parece independer das modulações 

membranares acima exploradas. Sua ocorrência é descrita a partir da agregação de proteínas 

defectivas, moléculas de LPS disformes e fragmentos da peptidoglicana que favorecem a 

formação de um território estimulatório ao processo de vesiculação indicando estresse celular. 

(Shwechheimer, Rodriguez e Kuehn, 2014).  Estudos reforçam a teoria da biogênese ao analisar 

o estímulo da vesiculação em culturas cujo fragmentos são mais abundantes no envoltório 

celular. Ainda assim seria necessário que o brotamento das vesículas nesta situação fosse 

facilitado pela redução de ligações proteicas e lipídicas entre a membrana externa e a camada 

de peptidoglicano (Shwechheimer, Rodriguez e Kuehn, 2015) 

1.4 VEs e a disseminação da RAM 

     Analisando seu conteúdo e mecanismos de biogênese, é possível avaliar o papel de VEs na 

disseminação da resistência. Esses processos são realizados sem gasto de ATP/GTP, tornando-

os bastante benéficos a partir da compreensão que vesículas são capazes de carrear moléculas 

solúveis e insolúveis a alvos distantes e de forma concentrada, protegida e direcionada (Adam 

Kulp e Meta J. Kuehn, 2010). Foi possível analisar o desenvolvimento de resistência à 

polimixina, antimicrobiano de último recurso, em Pseudomonas syringae após a adição de VEs 

ao meio de cultura, com origem provável a partir do sequestro da ligação antimicrobiana a 

vesículas, apontando seu potencial no papel transformante (Kulkarni et al. 2015).  
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     O potencial de transformação das VEs é bem explorado, havendo comprovação da 

possibilidade do carreamento de DNA entre as bactérias. Tal processo foi identificado em cepas 

de Neisseria gonorrehae, onde as frações BI e BII de suas respectivas VEs continha DNAs 

lineares e circulares, além de proteínas de ligação ao DNA (Dorward et al. 1989;). Em P. 

aeruginosa as vesículas demonstraram a presença de LPS e várias enzimas como fosfolipase 

C, protease, hemolisina e fosfatase alcalina, conhecidas por atuarem na patogenicidade de 

infecções por Pseudomonas. Neste caso, os tipos de vesículas analisadas no estudo atuaram 

como veículo de transporte para o DNA e fatores de virulência (Kadurugamuwa and Beveridge 

1995). Outro estudo utilizou cepas de E.coli O57:H7 para avaliar o potencial transformante das 

vesículas, as quais demonstraram resultado positivo para a presença de DNA que codifica os 

genes de virulência eae, stx1, stx2, e uidA. Além disso, as toxinas Shiga 1 e 2 estão contidas 

nas vesículas sugerindo que as vesículas podem entregar material genético a outros organismos 

gram-negativos (Kolling and Matthews 1999). 

     Dessa forma, o carreamento do DNA e a sua entrega seria facilitada pela proteção fornecida 

contra as exonucleases na estrutura vesicular, exacerbando o seu potencial transformante visto 

que, a partir dos processos citados, se tornaria possível a contribuição para sobrevivência, 

patogenicidade e toxicidade de bactérias (Renelli 2003). Em acréscimo, também foi descrito 

que VEs protegem o DNA da ação da DNAse ou enzimas de restrição e, portanto, constituem 

um meio inteligente de transporte para o DNA de uma célula para outra (Kahn et al., 1983; 

Dorward et al., 1989; Domingues and Nielsen, 2017). 

    Por isso, é de extrema relevância abordar as nanopartículas em questão como perpetuadoras 

de resistência em modelos in vitro, obtendo papel de destaque ainda maior como mecanismos 

de THG no meio ambiente. O processo foi denominado como vesidução (Soler, N., & Forterre, 

P. 2020), no estudo a vesidução consistiria nas seguintes etapas: (i) saída da VE contendo DNA 

de uma célula doadora, (ii) migração do VE para o ambiente, (iii) fixação da VE para uma 

superfície celular receptora, (iv) transporte de DNA no citoplasma e (v) aquisição de genes. 

  Para além do meio ambiente, temos humanos, animais, plantas, alimentos como 

impulsionadores da resistência antimicrobiana, reforçando a relevância da abordagem do 

conceito de One Health como alternativa para o controle dessa problemática (Interagency 

Coordination Group on Antimicrobial Resistance, 2019). Dentro deste contexto, cabe salientar 

o papel dos ambientes aquáticos como transmissores e de concentração de RAMs (Karkman, 

Do, Walsh, & Virta, 2018; Suzuki, Pruden, Virta, & Zhang, 2017 ; Wellington et al., 2013). 

Em contrapartida, a relação com os riscos à saúde humana entre bactérias resistentes e seus 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10643389.2019.1692611
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10643389.2019.1692611
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10643389.2019.1692611
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10643389.2019.1692611
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respectivos genes de resistência em ambientes aquáticos ainda não são completamente 

compreendidos, tal fator está associado a ausência de informações e estudos de caráter 

exploratório na literatura (Ashbolt et al., 2013 ; Pepper, Brooks, & Gerba, 2018). A principal 

via de risco à saúde humana do desenvolvimento de RAM em meio aquático está associada à 

ingestão de bactérias resistentes, assim como o papel do eDNA, associado a aquisição de RAMs 

por bactérias ambientais por meio da transformação natural. Havendo ainda, a contribuição da 

fração viável, mas não cultivável de bactérias do ambiente que também atuam na propagação 

da RAM, dificultando o detalhamento do processo e seus efeitos na saúde humana (Mohan 

Amarasiri, Daisuke Sano & Satoru Suzuki 2020) 

 

 

Figura 4. Procedimento de avaliação quantitativa de risco microbiano para avaliar os riscos à saúde humana por 

bactérias resistentes a antibióticos e genes de resistência em ambiente aquático. O diagrama descreve brevemente 

o processo e fornece um resumo do conhecimento atual. Imagem adaptada de Mohan Amarasiri, Daisuke Sano 

& Satoru Suzuki 2020. 

 

     Dentro desse contexto, pode-se abordar a atuação de VEs no ambiente marinho. Um estudo 

em culturas de Prochlorococcus, uma cianobactéria marinha, é comprovada a liberação de VEs 

de caráter lipídico carreadoras de proteínas, DNA e RNA, demonstrando também a abundância 

de vesículas carreadoras de DNA no mar costeiro e aberto (Biller et al. 2014). Tendo em vista, 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10643389.2019.1692611
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10643389.2019.1692611
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a existência de bactérias resistentes em águas costeiras (Paschoal et al. 2017) e o papel 

transformante de VEs (Dorward et al. 1989; Kadurugamuwa and Beveridge 1995; Kahn et al. 

1983; Kolling and Matthews 1999; Lo et al. 1998, Schaar et al. 2011) é possível inferir a 

importância da investigação do potencial transformante de VEs de bactérias provenientes do 

meio aquático. 

 

2. Justificativa 

     O presente estudo baseia-se na investigação em busca de novos mecanismos de 

disseminação da RAM na natureza replicados em modelos in vitro, tendo em vista a ausência 

de estudos pesquisando o carreamento e disseminação de GRAs de último recurso pelo 

transporte vesicular. A indiscriminada utilização de antimicrobianos em diferentes estratos, 

sendo ainda reforçado com uso sem fundamentação de antimicrobianos em meio a pandemia 

de COVID-19 é mais que evidente a crescente emergência de novas cepas resistentes aos 

compostos ao redor do mundo. Por isso, a presente investigação pode auxiliar 

fundamentalmente em pesquisas futuras abordando mecanismos alternativos para combater a 

disseminação da resistência a nível ambiental. 

     O estudo é exploratório e busca mostrar a perpetuação de GRAs por meio de VEs de 

microrganismos multirresistentes isolados do mar que podem apontar, no longo prazo, medidas 

de intervenção mais eficazes para reduzir a propagação destes genes em ambientes aquáticos. 

Portanto, sugere-se que o transporte vesicular é um mecanismo importante para a transferência 

de GRAs de último recurso, tendo em vista a capacidade de entrega ainda que não haja contato 

próximo entre doadores e receptores e a pressão antropogênica, sofrida pelas cepas ao entrarem 

em contato por exemplo, com o esgoto de origem hospitalar, sendo este um fator importante já 

documentado em relação a disseminação de RAMs (Jiang et al, 2022). 

 

3. Objetivos 

Objetivo geral 

Avaliar se VEs extraídas de bactérias coletadas do ambiente aquático são carreadoras de GRA.  
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Objetivos específicos 

 

● Estabelecer um protocolo para extração em meio sólido de VEs de bacilos gram-

negativos produtores de KPC, NDM e MCR que foram recuperados de águas costeiras. 

● Avaliar o carreamento dos grupos de incompatibilidade plasmidial e principais genes 

de resistência pelas VEs extraídas 

 

4. Metodologia 

4.1. Cepas utilizadas 

    As cepas utilizadas neste estudo foram isoladas em trabalhos prévios do Laboratório de 

Investigação em Microbiologia Médica. As escolhas foram feitas a partir de bactérias 

sabidamente resistentes coletadas em águas costeiras e cujos genomas encontram-se 

sequenciados. Entre as cepas a serem estudadas foram escolhidas Enterobacter kobei FL23 

(Kraychete et al, 2022), Klebsiella pneumonieae ST11-FL-C262 (Campana et al, 2017), 

Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 (Cordeiro-Moura et al, 2022), Citrobacter werkmanii 

IncQ - LB887 (Campana et al, 2022) . 

 

Tabela 1: Tabela com grupos de incompatibilidade plasmidial e genes de resistência contidos nas cepas bacterianas 

Cepa  

bacteriana 

Grupos de 

incompatibilidade 

Genes de  

resistência 

Enterobacter kobei FL23  IncX3  

 
IncU 

 

blaKPC-2 

 

Klebsiella pneumonieae ST11-

FLC262 

 

IncA/C 
 

blaNDM-1 

 

Escherichia coli ST683/CC155 - 

JP24 

IncX4 

 
IncI1 

 
mcr-1 

 

Citrobacter werkmanii IncQ - 

LB887 

 

IncQ1, IncA e IncR 

  

blaKPC-2 
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4.2. Condições para a extração de VEs de bactérias gram-negativas 

     Inicialmente foi realizado o cultivo das respectivas cepas em meio LB (Luria Bertani) 

líquido sob agitação contínua a 120 rpm por 24 horas a 37°C, utilizando-se uma colônia de 

repique recente para inocular 20ml de meio de cultura. Em seguida, para os inóculos em placa 

que foram utilizados para extração das VEs, o crescimento em meio líquido que foi diluído na 

proporção de 1:50 e teve sua densidade ótica mensurada para absorção em 600nm. O volume 

de 200µL de tal diluição foi então espalhado em placas de meio TSA com auxílio de alças de 

Drigalski com subsequente incubação a 37ºC por 18h. Esse processo foi realizado para que 

houvesse uma padronização do processo que permitisse relacionar a quantidade de vesículas 

obtidas a partir do número de células bacterianas. Após incubação, as placas foram processadas 

conforme o item a seguir.  

 

4.3 Obtenção de VEs 

     Após a etapa inicial foi realizado sequencialmente o plaqueamento das amostras em 

concentração de 1:50, onde cada cepa foi cultivada em 4 placas de Petri com 12ml de TSA 

(trypticase soy agar) com 200 µL da amostra em tapete uniforme que, após a secagem, seguiu 

para incubação em estufa a 37°C por 24 horas. O processo de centrifugação ocorreu após a 

raspagem das placas, seguido de inoculação de todo o conteúdo retirado em 20ml de PBS 1X 

para remover células intactas. A condição da centrifugação inicial foi 7,000 x g por 15 minutos 

e o sobrenadante obtido foi novamente centrifugado a 15,000 x g por 15 minutos. Em seguida, 

o sobrenadante recuperado foi submetido a filtração em membranas de poro 0,45 µm, para 

garantir a retenção de células remanescentes. Por fim, o volume obtido foi submetido à 

ultracentrifugação a 141.000 x g por 1 hora. Ao final desta etapa, todo o sobrenadante foi 

descartado e as vesículas depositadas no fundo foram ressuspendidas em 200µL de PBS 1X no 

tubo de ultracentrifugação e posteriormente armazenadas em eppendorfs.  

4.4. Quantificação e caracterização vesicular 

     Para quantificação e caracterização das distribuições de tamanho do conteúdo obtido na 

etapa anterior, foi utilizada a metodologia de rastreamento de nanopartículas (NTA -

Nanoparticle Tracking Analysis). Em seguida, foram realizadas análises de microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), com finalidade de confirmação acerca do conteúdo e a pureza 

das VEs. A preparação das amostras foi feita pelo método de contrastação negativa, onde a 
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primeira etapa envolveu a separação das grades de microscopia eletrônica recobertas com 

FormVar e carbono. Por conseguinte, foi necessário adicionar uma placa de vidro recoberta 

com parafilm e adicionar 50 microlitros da amostra sobre o parafilm para formar uma gota. Em 

seguida, a grade recoberta com FormVar foi colocada sobre a gota para adesão das VEs durante 

60 minutos e, então, procedemos com a secagem da grade por capilaridade, encostando um 

papel de filtro na sua parte inferior. Então, as grades foram lavadas com 30 µl de PBS 1x, estéril 

e filtrado em membrana de 0,2 micrômetros. Para fixar as amostras foi adicionado 30 µl de 

solução KARNOVSKY (karnovsky paraformaldeído 4% e GA 2,5% em tampão fosfato, 0,2 

molar em água destilada q.s.p) e as grades foram mantidas por 10 minutos à temperatura 

ambiente em capela de exaustão de gases. Logo em seguida, o material foi lavado por três vezes 

com PBS 0,1 M. O contraste foi realizado com acetato de uranila 5% por 2 min protegido da 

luz. Para baixar os precipitados de uranila, a solução foi centrifugada por 12.000 g por 2 

minutos. Por fim, lavamos todas as grades uma vez com água destilada, secamos com papel 

filtro pela lateral da grade e as mantivemos em temperatura ambiente por aproximadamente 2 

horas. 

4.5 Purificação dos extratos vesiculares 

     Concluídas as etapas anteriores, uma etapa adicional utilizando do iodixanol foi realizada 

quando foi percebida a necessidade purificação da amostra. Para esta etapa, o material obtido 

no item 4.3 foi ressuspendido em 10 mL. Esta nova suspensão foi depositada sobre 550 µl de 

PBS com concentração de 0,01 M (Horstman, A.L. and Kuehn, M.J. 2000) para realizar uma 

etapa de suspensão das vesículas, findando ajustar e fornecer um meio em condições 

isosmóticas para manter a integridade estrutural estabilizando-as para o processo de gradiente 

de densidade (OptiPrep Application Sheet S62, 2020) com a adição de iodixanol, OptiPrep 

60%, em 0,4 mLum tubo de ultracentrifugação. Por fim, o tubo foi submetido à 

ultracentrifugação (141,000 × g, 60 min), com posterior coleta das frações inferiores. 

4.6 Quantificação de proteínas e remoção de DNA extravesicular 

     Como uma segunda forma de quantificar as extrações de VEs, diluições de 1:100 das 

amostras obtidas no item 4.3 tiveram seu conteúdo proteico quantificado por meio da utilização 

do Kit de Ensaio de Proteína Pierce BCA (Thermo Scientific), seguindo as recomendações do 

fabricante). A quantificação do DNA foi realizada através dos fluorômetros Qubit detectam 

corantes fluorescentes especificamente ligados à molécula alvo. Com ensaios Qubit otimizados, 
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eles podem distinguir dsDNA de ssDNA ou intacto de RNA degradado, mesmo em quantidades 

extremamente pequenas ou na presença de contaminantes, de acordo com as instruções do 

fabricante no Kit Qubit 1X dsDNA BR Ensaio Padrão Lambda (ThermoFisher). 

 

4.7 Remoção de bacteriófagos e DNA extravesicular 

   Para extinguir a contaminação por DNA fora do conteúdo intravesicular, foi realizado o 

tratamento com DNase de acordo com as especificações do Kit Qubit 1X dsDNA BR Ensaio 

Padrão Lambda (ThermoFisher). O uso da proteinase K (ThermoFisher) também se fez 

necessário, para degradação da estrutura dos bacteriófagos presentes encontrados na amostra. 

 

4.8 Pesquisa de GRA e marcadores plasmidiais  

 

Também foi realizada a etapa de PCR simplex usando a química SYBR Green para detectar 

todos os alelos conhecidos dos genes para extração e identificação de DNA no interior vesicular 

onde é necessário um par de oligonucleotídeos iniciadores (forward e reverse) específicos para 

os genes de resistência a serem pesquisados os quais, com o auxílio da enzima Taq polimerase, 

são capazes de realizar a amplificação de apenas um gene alvo por amostra. Cada reação foi 

realizada visando um volume final de 10µl por tubo contendo 5µl Master Mix SYBR Green; 

0,5µl de primer forward e reverse, 0,3µl de água MilliQ estéril e 1µl (50 a 100 ng) de DNA. 

Foram empregados os iniciadores sequenciados e descritos na biblioteca do laboratório, cujo os 

ciclos descrevem-se da seguinte maneira: 95ºC por 10 minutos, 95ºC por 30 segundos, 53ºC 

por 45 segundos, 72ºC por 45 segundos, 72ºC por 7 minutos em 35 ciclos 

 

5. Resultados 

5.1 Análise das frações vesiculares extraídas das bactérias em estudo  

5.1.1. Enterobacter kobei FL23 

   Na microscopia eletrônica de transmissão desta cepa foi possível observar as estruturas das 

VEs junto a filamentos proteicos provenientes da cepa de origem. A imagem (Figura 5) foi 

capturada em uma magnificação de 20.000 vezes nas letras A, B e C e em um aumento de 

10.000 vezes na letra D, sendo possível observar a estrutura das VEs de forma mais completa 
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como indicado nas setas brancas em meio aos conglomerados filamentosos sinalizado pelas 

setas pretas. 

 

 

Figura 5: Microscopia eletrônica de transmissão de extraído vesicular de Enterobacter kobei FL23. Nas imagens 

A, B, C e D é possível observar estruturas de vesículas extracelulares (setas brancas) em meio ao aglomerado de 

filamentos proteicos (setas pretas). 

 

   O tamanho e concentração das VEs extraídas da cepa foi avaliado através do rastreamento de 

nanopartículas logo após a etapa de extração (Figura 6) visando uma avaliação quantitativa e 

qualitativa do perfil de vesículas extracelulares investigado. É possível observar que a moda da 

concentração de VEs está na faixa de 150nm cujo a média de tamanho encontra-se na faixa dos 

182,7nm com desvio padrão de 51.7nm em uma concentração de 4,5x1011 partículas por 

mililitro. 
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Figura 6: Gráfico de concentração/tamanho de vesículas extrecelulares extraídas da cepa de Enterobacter kobei 

FL23. No gráfico a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho representa o desvio 

padrão. 

5.1.2. Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262 

    

   Seguindo o procedimento do item 5.1.1 para a caracterização de VEs, a microscopia 

eletrônica de transmissão desta cepa demonstrou similarmente as estruturas vesiculares em 

meio a filamentos proteicos. A imagem (Figura 7) foi capturada em uma magnificação de 

20.000 vezes nas letras A e B, 25.000 aumentos na letra C e 40.000 aumentos na letra D, sendo 

possível observar a estrutura das VEs indicadas pelas setas brancas em meio a amálgama 

filamentosa sinalizado pelas setas pretas. 
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Figura 7: Microscopia eletrônica de transmissão de extraído vesicular de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262. 

Nas imagens A e B é possível observar estruturas de vesículas extracelulares (setas brancas) em meio ao 

conglomerado de filamentos proteicos (setas pretas). Nas imagens C e D pode-se em maior aumento as estruturas 

de vesículas extracelulares, sendo possível avaliar a bicamada lipídica de suas respectivas membranas. 

 

   Seguindo o modelo de análise, a concentração das VEs extraídas da cepa após a etapa de 

extração (Figura 8) foi quantificada. A maior concentração de VEs está na faixa de 431nm, a 

média de tamanho das vesícula encontra-se na faixa dos 437.1nm, com desvio padrão de 

129.2nm, indicando uma amostra heterogênea na diversidade dos extraídos preliminares, em 

uma concentração de 1,48x1012  partículas por mililitro. 
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Figura 8: Gráfico de concentração/tamanho de VEs extraídas da cepa de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262. 

No gráfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho representa o desvio 

padrão. 

5.1.3. Escherichia coli ST683/CC155 - JP24   

   Nesta análise microscópica, de forma divergente às anteriores, observou-se a presença das 

frações vesiculares junto a bacteriófagos bem distribuídos em toda a área da amostra analisada 

(Figura 9). Nas imagens A e B é possível notar diferentes morfologias de bacteriófagos em uma 

magnificação de 40.000 vezes.  Nas imagens C e D é possível analisar a morfologia da bicamada 

lipídica das VEs interagindo com as estruturas de bacteriófagos em uma magnificação de 

80.000 e 100.000 vezes, respectivamente. 
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Figura 9: Microscopia eletrônica de transmissão de extraído vesicular de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24. 

Nas imagens A e B é possível observar estruturas de vesículas extracelulares (setas brancas) em meio a 

diferentes morfologias de bacteriófagos (setas pretas). Nas imagens C e D pode-se observar de forma mais 

aproximada as estruturas de vesículas extracelulares (setas brancas), sendo possível avaliar a bicamada lipídica 

interagindo diretamente com estruturas de bacteriófagos (setas pretas). 

 

 

   Após a extração, o tamanho e concentração das partículas extraídas da cepa foram obtidas 

(Figura 10). É possível observar que a maior concentração de partículas está na faixa de 255nm, 

onde sua média de tamanho compreende a faixa dos 252,8nm com desvio padrão de 99.2nm 

em uma concentração de 2,8x1013  partículas por mililitro.  
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Figura 10: Gráfico de concentração/tamanho de VEs extraídas da cepa de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 

após extração. No gráfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho 

representa o desvio padrão. 

5.1.4. Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 

   Para essa cepa observaram-se as estruturas das VEs junto aos filamentos proteicos. As 

imagens (Figura 11) foram capturadas em magnificações de: 15.000 vezes (A), 50.000 vezes 

(B), 60.000 vezes (C) e 80.000 vezes (D). As VEs foram indicadas pelas setas brancas em meio 

ao aglomerado filamentoso sinalizado pelas setas pretas. 
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Figura 11: Microscopia eletrônica extraído de vesicular de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887. Nas imagens 

A e B é possível observar estruturas de vesículas extracelulares (setas brancas) em meio ao conglomerado de 

filamentos proteicos (setas pretas). Nas imagens C e D pode-se observar de forma mais aproximada as estruturas 

de vesículas extracelulares, sendo possível avaliar a bicamada lipídica de suas respectivas membranas (setas 

brancas) em meio ao aglomerado de filamentos proteicos (setas pretas). 

 

   O perfil vesicular de mostrou maior concentração de partículas na faixa de 118nm, com média 

de tamanho 216nm e desvio padrão de 94,6nm, em concentração de 1,9x1011  partículas por 

mililitro.  
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Figura 12: Gráfico de concentração/tamanho de VEs extraídas da cepa de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887. 

No gráfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho representa o desvio 

padrão. 

5. 2. Remoção dos filamentos protéicos e bacteriófagos 

   A partir da observação das microscopias foi possível observar contaminação por filamentos 

proteicos nas amostras Enterobacter kobei FL23, Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 e 

Citrobacter werkmanii IncQ - LB887. Foram vistos também bacteriófagos na cepa de 

Escherichia coli ST683/CC155 - JP24. Tendo em vista a obtenção de amostras mais puras, 

dispúnhamos de duas metodologias possíveis para concretização do processo de purificação: o 

uso do colchão com iodixanol (60%), visando a separação dos contaminantes por meio da 

densidade diferencial e um tratamento enzimático utilizando uma proteinase, com o intuito de 

degradar os contaminantes de natureza proteica. Devido ao caráter exploratório deste estudo e 

a limitação de tempo para a realização dos experimentos no Instituto Carlos Chagas - Fiocruz 

Paraná, as cepas foram separadas em dois grupos, onde duas receberam tratamento com o 

colchão de iodixanol e outras duas com proteinase para avaliação e comparação da eficácia dos 

procedimentos de purificação das amostras. 
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5.2.1. Enterobacter kobei FL23 purificada com proteinase K 

   Após o tratamento da amostra com proteinase K com finalidade de ver uma amostra mais 

pura com a retirada dos filamentos, a microscopia eletrônica de transmissão mostrou a eficácia 

do procedimento, embora tenha-se observado um rendimento reduzido das VEs. As imagens 

(Figura 13) denominadas como A e B foram obtidas em magnificação de 15.000 e 40.000 vezes, 

respectivamente e as indicadas como C e D foram obtidas em magnificação de 10.000 e 50.000, 

também de forma respectiva, sendo possível observar a estrutura das VEs de forma detalhada. 

 

 
 

Figura 13: Microscopia eletrônica de extraído vesicular de Enterobacter kobei FL23 após tratamento com 

proteinase K. Na imagem C a seta preta indica um filamento proteico. 

 

     

   A cepa apresentou tamanhos similares na etapa anterior descrita no item 5.1.1, porém com 

rendimento inferior após a etapa de purificação. Previamente ao tratamento, a maior recorrência 

de tamanho observada foi de cerca de 150 nm, onde a média de tamanhos foi aproximadamente 

183 nm com desvio padrão de 51,7 nm, em uma concentração de 4,5x1011 partículas por 
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mililitro. Dessa forma é possível observar após a purificação, que o tamanho das amostras 

concentrou-se na faixa dos 148nm, onde sua média de tamanhos foi de 164.3nm, com desvio 

padrão de 36,8nm para uma amostra diluída 50 vezes, demonstrando redução em cerca de 10 

vezes no rendimento da amostra após o tratamento que passou a possuir 1.5x1010 partículas por 

mililitro como concentração final. A partir disso, o resultado indica queda no rendimento das 

amostras após o tratamento, com redução da média de valores entre os extraídos vesiculares e 

desvio padrão menor, indicando que o tratamento foi eficaz para a aquisição de uma amostra 

mais pura e homogênea. 

 

Figura 14: Gráfico de concentração/tamanho de VEs extraídas da cepa de Enterobacter kobei FL23 após o 

tratamento com a proteinase. No gráfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em 

vermelho representa o desvio padrão. 

5.2.2 Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262 purificada com iodixanol 

   Como foi observado no item 5.1.2 filamentos proteicos junto às VEs na amostra extraída, foi 

adicionada a etapa de purificação com iodixanol. Dessa forma, foi possível observar a retirada 

dos filamentos evidenciando a presença de estruturas que assemelham a bacteriófagos como é 

possível observar na figura 15. As imagens A e B estão em uma magnificação de 15.000 vezes 
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e as imagens C e D se encontram em uma magnificação de 40.000 e 60.000 vezes, 

respectivamente. 

 
 

Figura 15: Microscopia eletrônica de transmissão de extrato vesicular de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 

após a inclusão da etapa de purificação com o iodixanol. Nas imagens A e B é possível observar morfologias de 

bacteriófagos indicadas pelas setas pretas e estruturas vesiculares indicadas pelas setas brancas. Nas imagens C e 

D, em maior aumento, é possível observar conglomerados vesiculares indicados pelas setas brancas e estruturas 

de bacteriófagos também indicadas por setas pretas demonstrando interação com a fração vesicular. 
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Figura 16: Gráfico de concentração/tamanho de VEs extraídas da cepa de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 

após o tratamento com iodixanol 

     

   Após a etapa de purificação, foi possível observar distinção na caracterização das amostras 

ao ser comparada com a etapa anterior descrita no item 5.1.2. Sua distinção notória está 

associada ao tamanho das VEs encontradas na amostra, cuja faixa de tamanho vista de forma 

mais recorrente encontra-se na faixa dos 158nm, com média de tamanho de aproximadamente 

205nm e desvio padrão de 84,5nm em uma concentração de 1,45x1011 partículas por mililitro, 

demonstrando eficácia na retirada de partículas maiores promovendo uma amostra mais pura e 

homogênea, ao custo de um rendimento duas vezes menor que o da amostra extraída 

preliminarmente. 

5.2.3 Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 purificada com proteinase 

   Tendo em vista o resultado da microscopia eletrônica anterior (Figura 9) para a obtenção de 

uma amostra mais pura, o extraído vesicular também foi submetido ao tratamento com 

proteinase para a retirada de bacteriófagos. A obtenção de uma amostra mais pura, com retirada 

majoritária dos bacteriófagos e redução do rendimento das VEs pode ser observada na 

microscopia eletrônica posterior à etapa de tratamento (Figura 17). As imagens A e B 
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encontram-se em magnificação de 20.000 e 25.000 vezes, respectivamente e as imagens C e D 

encontram-se em magnificação de 30.000 e 50.000 vezes, também de forma respectiva. 

 

 
 

Figura 17: Microscopia eletrônica de extraído vesicular de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 após 

tratamento com proteinase. Nas imagens A e B, as setas brancas indicam estruturas vesiculares dispersas na 

amostra purificada. Nas imagens C e D é possível ver a estrutura de VEs também indicadas por setas brancas em 

maior aumento, na figura C ainda é possível observar a estrutura de um bacteriófago próximo a vesícula, 

indicado pela seta preta. 

   

   A cepa apresentou tamanhos e concentrações distintas da amostra indicada nas análises 

preliminares. De acordo com o item 5.1.3, as VEs obtidas foram caracterizadas em uma média 

de tamanho de 252,8nm com desvio padrão de 99,2nm e em uma concentração de 2,8x1013 

partículas por mililitro do extrato original. Em comparação ao resultado anterior, o perfil 

vesicular obtido em maior recorrência foi com 143nm, com média de tamanho de 188,6nm e 

desvio padrão de 63,9nm, com amostra diluída 10 vezes após a etapa de purificação, 

demonstrando redução no rendimento da amostra após o tratamento passando a possuir 
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concentração de 4,8x109 partículas por mililitro, indicando eficácia na purificação e uma 

amostra mais homogênea apesar da queda em seu rendimento. 

 

 

Figura 18: Gráfico de concentração/tamanho de VEs extraídas da cepa de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 

após o tratamento com a proteinase K. No gráfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o 

destaque em vermelho representa o desvio padrão. 

5.2.4 Citrobacter werkmanii - LB887 purificada com iodixanol 

   Por também possuir filamentos proteicos junto às VEs na amostra preliminar extraída, a 

determinada cepa foi selecionada para receber a etapa de purificação com iodixanol. Dessa 

forma, foi possível observar redução dos dos filamentos sem sua retirada total (Figura 17). Nas 

imagens A e B é possível observar estruturas proteicas dispersas indicadas pelas setas pretas 

em uma magnificação de 20.000 e 25.000 vezes, respectivamente, suas estruturas vesiculares 

foram indicadas por setas brancas. Nas imagens C e D, em maior aumento, é possível observar 

de forma mais clara a estrutura vesicular em uma magnificação de 40.000 e 60.000 vezes 

também de forma respectiva, onde as bicamadas lipídicas que sinalizam a estrutura de VEs 

foram indicadas pelas setas brancas e a presença dos filamentos proteicos seguem representados 

pelas setas pretas. 
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Figura 19: Microscopia eletrônica de transmissão de extraído vesicular de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 

após tratamento com iodixanol. Nas imagens A e B é possível observar morfologias de filamentos proteicos 

indicadas pelas setas pretas e estruturas vesiculares indicadas pelas setas brancas. Nas imagens C e D, em maior 

aumento, é possível observar estruturas vesiculares indicadas pelas setas brancas e estruturas de filamentos 

proteicos indicados por setas pretas. 

 

 

Nesta última análise, a cepa apresentou tamanho de maior recorrência de aproximadamente 

174nm, sua média de tamanho foi de 209,5nm com desvio padrão de 78,6nm seguindo uma 

concentração de 8,2x1011 partículas por mililitro. Dessa forma, observa-se que o rendimento 

vesicular permaneceu similar ao comparamos com a amostra do item 5.1.4, obtendo-se também 

uma amostra mais homogênea ao avaliarmos a divergência entre os desvios padrões antes e 

depois do tratamento de purificação da amostra, indicando eficácia parcial de purificação do 

procedimento, tendo em vista o prosseguimento da presença de filamentos descritos na 

microscopia eletrônica (Figura 19).  
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Figura 20: Gráfico de concentração/tamanho de VEs extraídas da cepa de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 

após tratamento com iodixanol. No gráfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em 

vermelho representa o desvio padrão. 

5.3. Quantificação de proteínas e DNA 

 

  As amostras de VEs extraídas obtiveram os seguintes resultados em sua quantificação proteica 

na ausência do tratamento com a proteinase: Citrobacter werkmanii IncQ - LB887, 0,0079 pg; 

Enterobacter kobei FL23, 0,0226 pg; Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262, 0,0487 pg e 

Escherichia coli ST683/CC155 - JP24, 0,0839 pg, resultados obtidos após o cálculo da equação 

de regressão linear com valor do R² de 0, 971. A quantificação após o tratamento com proteinase 

não foi relizado, considerando que a enzima utilizada refere-se ao kit de ensaio de proteína BCA 

Protein Assay, que realiza a quantificação através da redução conhecida de Cu 2+ para Cu 1+ 

por proteína em meio alcalino com detecção colorimétrica altamente sensível e seletiva do 

cátion cuproso (Cu 1+) pelo ácido bicinconínico (BCA). A primeira etapa é a quelação do cobre 

com a proteína em um ambiente alcalino para formar um complexo azul claro. Nesta reação, 

conhecida como reação do biureto, peptídeos contendo três ou mais resíduos de aminoácidos 

formam um complexo quelato colorido com íons cúpricos em um ambiente alcalino contendo 

tartarato de sódio e potássio. Dessa forma, qualquer quantificação proteica após a realização do 
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ensaio sofreria interferência da própria enzima e dos oligopepitídeos presentes na amostra após 

a degradação, dificultando o estabelecimento de um parâmetro na análise quantitiva das 

proteínas do extraído vesicular. 

 

Tabela 2: Tabela com quantificação proteica das VEs extraídas de suas respectivas cepas. 

Cepa bacteriana Quantificação proteica (pg) 

 Enterobacter kobei FL23 0,0226 

Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 0,0487 

Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 0,0839  

Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 0,0079 

 

 

   Em análise posterior, foi realizada a quantificação do DNA através do fluorômetro Qubit. O 

processo foi realizado antes e depois do tratamento com DNase. Essa essa etapa foi necessária 

devido a presença de bacteriófagos visualizados na amostra e para retirada da presença de DNA 

exógeno nos extraídos vesiculares para visando findar interferência nos resultados posteriores 

da PCR (item 5.4) 

 

Tabela 3: Tabela com quantificação DNA antes e após o tratamento com DNAse. 

Cepas bacterianas  Quantificação de DNA no 

estrato tratado com 

proteinase (ng/µL)  

Quantificação após 

tratamento com proteinase 

e DNase (ng/µL) 

Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 0,0 0,0 

Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 4,58 0,0 

 Enterobacter kobei FL23 3,14 0,0 

Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 7,54 0,0 
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5.4. Presença intravesicular de genes de resistência e grupos de incompatibilidade 

plasmidial  

 

  A procura pelos grupos de incompatibilidade plasmidial no interior das VEs se mostrou 

eficaz com a presença dos grupos IncX3, IncU, IncX4, IncQ1, IncA e IncR dispostos na 

tabela abaixo (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Tabela com grupos de incompatibilidade plasmidial contidos nas VEs extraídas de suas respectivas cepas. 

Cepa  

bacteriana 

Grupos de 

incompatibilidade 

Amplificação por  

PCR após DNAse 

Enterobacter kobei FL23  IncX3  

 
IncU 

+ 

 
+ 

Klebsiella pneumonieae ST11-

FLC262 

 

IncA/C 
- 

Escherichia coli ST683/CC155 - 

JP24 

IncX4 

 
IncI1 

+ 

 
- 

Citrobacter werkmanii IncQ - 

LB887 

 

IncQ1, IncA e IncR 

  

+ 

 

5.5 Presença de blaKPC, blaNDM e mcr 

  

   A presença dos principais genes de resistência contidos nas cepas resistentes foram 

investigados. Os genes de resistência escolhidos para investigação foram descritos como os 

mais importantes agravadores de infecções ocasionadas pelas determinada cepas (Wilson, 

Török, 2018). Dessa forma, foi possível observar os resultados para a presença de blaNDM-1 

e mcr-1 como positivos quanto a sua presença e negativos para a presença de blaKPC-2 como 

disposto na tabela abaixo (Tabela 5). 
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Tabela 5: Tabela com os principais genes de resistência a serem identificados de acordo com as VEs extraídas e 

suas cepas resistentes de origem. 

Cepa  

bacteriana 

Gene de  

resistência  

Amplificação por  

PCR após os tratamentos 

Enterobacter kobei FL23 blaKPC-2 

 

- 

Klebsiella pneumonieae ST11-

FLC262 

 

blaNDM-1 

  
+ 

Escherichia coli  

ST683/CC155 - JP24 

 

mcr-1 

 
+ 

Citrobacter werkmanii  

IncQ - LB887 

 

blaKPC-2 

 

- 

 

6. Discussão 

   No presente estudo, foi possível avaliar e caracterizar a fração vesicular das cepas bacterianas 

Enterobacter kobei FL23 (Kraychete et al, 2022), Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262 

(Campana et al, 2017), Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 (Cordeiro-Moura et al, 2022), 

Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 (Campana et al, 2022). A presença das vesículas 

extracelulares pode ser confirmada a partir da análise morfológica. De acordo com estudos 

prévios, é possível caracterizar VEs a partir da visualização de seu envoltório com presença da 

bicamada lipídica (Toyofuku, Nomura e Eberl, 2019). Nas microscopias eletrônicas de 

transmissão, foi possível avaliar além das vesículas extracelulares filamentos proteicos (Figuras 

5, 7, 11 e 19) e bacteriófagos (Figuras 9 e 15) provenientes da amostra plaqueada. Dessa forma, 

é pertinente ressaltar a interação dos bacteriófagos com as frações vesiculares observados de 

forma nítida nas micrografias do presente trabalho (Figuras 9 e 15). Tendo em vista a descrita 

interação, torna-se uma possibilidade dizer que através do contato os genes de resistência dos 

bacterifófagos passem para as vesículas tornando-as mecanismos de perpetuação de resistência 

aos antimicrobianos. Ademais, a quantificação de proteínas precisa ser investigada de maneira 

mais detalhada, visto que as amostras vesiculares sedimentaram com múltiplos filamentos 

proteicos, podendo alterar as métricas obtidas no processo. 

   Tendo isso em vista, a extração de VEs foi necessária para avaliar o carreamento dos genes 

de resistência nessa nova forma descrita de transferência horizontal de genes, a vesidução. A 

metodologia utilizada no estudo é adaptada e se mostrou eficaz. O processo utilizou como base 
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o estudo de extração vesicular de Cryptococcus gatii (CG Reis, S.Borges, J.Jozefowicz, 2019) 

em uma parceria com o Instituto Carlos Chagas, Fiocruz - Paraná. Na literatura, outros 

processos de extração foram descritos de forma laboriosa e com rendimento escasso (Coelho, 

Brown, Maryam, 2019). Dessa forma, se mostrou necessário a adaptação do processo de 

extração para aprimorar o rendimento quantitativo e futura caracterização das frações extraídas.  

   Foram escolhidas as cepas sabidamente resistentes, obtidas em estudos prévios do laboratório. 

A espécie nomeada por Enterobacter kobei FL23 (Kraychete et al, 2022), faz parte do gênero 

Enterobacter spp. O gênero é conhecido por habitar múltiplos ambientes, incluindo os corpos 

d’água, região de destaque nesta pesquisa (Davin-Regli, Lavigne e Pagès, 2019). Sua 

importância clínica está associada a infecções oportunistas. (Davin-Regli, Lavigne e Pagès, 

2019). Com proveniência de fatores intrínsecos, estes microrganismos possuem naturalmente 

consideráveis níveis de resistência (Davin-Regli et al., 2016). Em conjunto, ainda há a 

facilidade deste gênero em receber genes exógenos (Partridge et al., 2018) tornando as cepas 

bacterianas ainda mais perigosas e com alta circulação de genes de resistência (Davin-Regli, 

Lavigne e Pagès, 2019). Em estudos relacionados ao seu genoma, foi encontrado o plasmídeo 

pEkFL23-IncX3 possuindo o gene blaKPC-2 e o plasmídeo pEkFL23-IncU/P6, possuindo 2 

plasmídeos com KPC. (R.G.G. Moreira, 2020). 

     Referente à cepa citada acima, após a etapa de extração foi possível observar um bom 

rendimento no rastreamento de nanopartículas cepa descrita no parágrafo anterior, tendo em 

vista que para uma boa quantificação no NTA a concentração de partículas encontra-se numa 

faixa de 108 por mililitro, a cepa em questão apresentou concentração de 4,5x1011 partículas por 

mililitro antes da etapa de purificação e 1.5x1010 após ao processo, demonstrando o rendimento 

como satisfatório. Sua purificação se mostrou eficaz de forma confirmatória nas microscopias 

eletrônicas, ao ser possível observar a presença de filamentos proteicos nas análises 

preliminares que ficaram majoritariamente ausentes após o tratamento indicando a eficácia do 

iodixanol na separação dos conglomerados presentes na amostra, mesmo que o processo em 

questão tenha ocasionado redução no rendimento. Na pesquisa dos genes de resistência 

presentes no conteúdo intravesicular, após o tratamento com DNAse para descartar qualquer 

interferência exógena, foi possível verificar a presença dos grupos de incompatibilidade 

plasmidial IncU e IncX3 e a ausência do gene blaKPC-2 , indicando que a etapa de PCR necessita 

ser melhor explorada em relação às condições de análise, padronização dos controles e análise 

da sensibilidade do procedimento para investigação do gene em específico, para investigar 

potenciais mecanismos de entrega de genes de resistência aos antimicrobianos experimentos de 

transformação seriam necessários. A possibilidade é reforçada quando na literatura, uma 
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espécie de mesmo gênero nominada como Enterobacter cloacae contendo o plasmídeo 

pLC291, teve suas VEs apontadas como perpetuadoras da resistência, comprovando-se como 

meio de troca de genes intra e interespécies (Tran e Boedicker, 2017). 

   A Klebsiella pneumoniae FL-C262, foi recuperada da Praia do Flamengo, Rio de Janeiro, 

Brasil, em dezembro de 2013. O estudo que caracterizou a cepa, permitiu por meio de testes de 

sensibilidade encontrar genes de resistência a cefalosporinas de amplo espectro, combinações 

de inibidores de beta-lactamases, carbapenêmicos, ácido nalidíxico, ciprofloxacina, amicacina, 

gentamicina, trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol, fosfomicina, tetraciclina e 

tigeciclina, mas permaneceu suscetível à colistina (Campana et al, 2017).Dentro dos objetivos 

deste trabalho, a cepa de Klebsiella pneumoniae FL-C262 demonstrou rendimento bastante 

satisfatório nas etapas de quantificação antes e após o tratamento de purificação. A etapa de 

microscopia eletrônica de transmissão permitiu a visualização das VEs em meio ao aglutinado 

proteico na etapa de análise preliminar, demonstrando necessidade de tratamento posterior 

(Figura 7). 

   Nas análises posteriores de microscopia eletrônica, pode-se afirmar que o tratamento com 

iodixanol foi eficaz para a retirada dos filamentos proteicos, abandonando bacteriófagos que 

nesta etapa puderam ser visualizados em sua mais variada morfologia e com interação direta 

entre as estruturas de VEs. Partindo para a investigação da presença dos genes de resistência, a 

etapa de tratamento com DNAse se mostrou eficaz ao indicar quantificação nula na amostra 

após o tratamento indicando que as VEs a serem investigadas estavam ausentes de DNA 

exógeno, porém a sensibilidade do kit deve ser levada em consideração para essa e demais 

amostras, visto que as mesmas contam com um quantidade reduzida de DNA, provavelmente 

intravesicular, sendo necessário o aumento da concentração das amostras para uma análise mais 

esclarecedora e consistente. Dessa forma, o grupo de incompatibilidade plasmidial IncA/C teve 

sua presença negativa, porém o gene de resistência blandm-1 presente na cepa foi identificado 

de forma posterior na fração vesicular tornando possível o potencial perpetuador da resistência, 

tal fato pode ser explicado pela ocorrência do processo de empacotamento de material genético 

de forma aleatória em vesículas, portanto o gene pode estar presente mesmo sem a identificação 

completa do plasmídeo no lúmen vesicular, que por possuir tamanho reduzido pode agregar o 

plasmídeo de forma fragmentada ao ponto de não serem identificados pelos primers utilizados 

na PCR. Não se sabe ainda, se a aquisição do gene ocorreu de forma proveniente da cepa de 

origem ou por meio da interação com bacteriófagos contendo os genes de resistência 

circularizados, neste caso se faz necessária uma investigação aprofundada. De acordo com a 
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literatura, VEs de Klebsiella pneumoniae são uma força motriz comprovada para a transferência 

horizontal de genes in vitro (Dell’Annunziata et al, 2021.).  A interação de VEs de Klebsiella 

pneumoniae e bacteriófagos ainda não foi descrita. 

   Escherichia coli também é uma das espécies abordadas neste estudo. A determinada espécie 

é descrita como a responsável por uma das causas mais comuns de infecções extra intestinais 

em todo o mundo (Toval et al., 2014). A cepa específica estudada é nomeada como uma E. coli 

ST683/CC155 - JP24 portadora do gene mcr-1 presente nos replicons IncX4 (~33 kb) e IncI1/Iγ 

(~34 kb). Além disso, seu resistoma inclui genes que codificam para resistência às tetraciclinas, 

trimetoprima, sulfonamida, aminoglicosídeos, cloranfenicol, macrolídeos, lincosamidas e 

estreptogramina B, (Cordeiro-Moura et al, 2022). Nas análises deste estudo, a cepa E. coli 

ST683/CC155 - JP24 quanto ao seu rendimento da concentração de VEs se mostrou satisfatória 

e dentro dos parâmetros esperados para uma boa visualização nos determinados equipamentos. 

O rendimento após as etapas de purificação foi reduzido, porém foi capaz de demonstrar bons 

resultados. Suas microscopias eletrônicas, demonstraram interação e presença de diferentes 

morfologias de bacteriófagos e VEs. A visualização das determinadas estruturas foi nítida, 

mostrando de forma objetiva o conteúdo presente na amostra, onde bacteriófagos fazem 

comunicação direta com a estrutura das VEs. Após o tratamento com proteinase as estruturas 

fágicas se tornam escassas, indicando que o tratamento selecionado para a purificação da 

amostra foi eficaz. Relacionando estes dados com o tratamento com iodixanol escolhido para a 

cepa de Klebsiella pneumoniae FL-C262, é possível estipular uma metodologia que deve ser 

acompanhado de forma posterior com o tratamento enzimático para a purificação de amostras 

positivas para a presença de bacteriófagos, visto que o seu uso não seria suficiente para a 

obtenção de uma amostra com o máximo grau de purificação. 

   Seguindo para as etapas posteriores, a pesquisa da presença de genes intravesiculares ocorreu 

após as etapas de proteinase e DNAse que se mostraram eficazes em seu papel de purificação. 

Dentro dos parâmetros avaliados, o grupo de incompatibilidade plasmidial IncX4 se mostrou 

positivo quanto a sua presença, diferentemente do IncI1 que possui resultado negativo. O gene 

de resistência mcr-1 também esteve presente no interior vesicular da amostra investigada, 

confirmando o empacotamento do material genético proveniente da célula-mãe ou adquirida 

através de interação com bacteriófagos. Na literatura, uma pesquisa revelou que genes de 

virulência cromossômica associados a bacteriófagos foram detectados em vesículas de 

Escherichia coli O157:H7 (Kolling, G. L., & Matthews, K. R. 1999). Onde após o tratamento 

com DNAse, o DNA foi protegido da digestão pela DNase, sugerindo que o DNA é empacotado 

dentro de vesículas (Kolling, G. L., & Matthews, K. R. 1999), mostrando que a aquisição dos 
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genes de resistência de VEs pode ser mediada pela relação VE-bacteriófago. A última cepa que 

obteve foco no estudo foi a Citrobacter werkmanii IncQ - LB887. Poucos estudos relacionam 

esta espécie a infecções humanas, porém alguns relatos descreveram-na como produtora de 

carbapenemases, portanto carregando os genes que as codificam. O seu resistoma inclui genes 

que codificam resistência a β-lactâmicos, aminoglicosídeos, cloranfenicol, fluoroquinolonas, 

macrolídeos, rifampicina e sulfonamida. Seus grupos de incompatibilidade plasmidial 

envolvem ColRNAI, IncA, IncC2, IncR, ColRNAI-like, IncQ1-like e IncQ2-like. (Campana et 

al, 2022). Como visto anteriormente, as análises mostraram rendimento satisfatório na 

concentração de vesículas antes e após as etapas de purificação. Nas microscopias eletrônicas, 

foi perceptível a presença dos filamentos proteicos no extraído preliminar e no extraído 

vesicular posterior com pequena modificação na dispersão da estrutura dos filamentos pela 

amostra, o fato pode estar aliado a alta concentração do conteúdo proteico que necessitaria de 

mais uma etapa de purificação demonstrando eficácia parcial do procedimento realizado com o 

iodixanol. Nas etapas de PCR, posteriores aos tratamentos eficazes com proteinase e DNase, 

foi demonstrada a presença dos grupos de incompatibilidade plasmidial IncQ1, IncA e IncR, 

presentes na cepa, apesar da presença do gene blaKPC-2 não ter sido identificada repetindo o 

padrão apresentado nas VEs da cepa de Enterobacter kobei FL23 onde a etapa de PCR necessita 

ser melhor explorada em relação às condições de análise, padronização dos controles e análise 

da sensibilidade do procedimento para investigação do gene em específico. 

   Na literatura, vesículas desta cepa em específico ainda não foram descritas, sendo necessário 

avaliar o seu papel no empacotamento e entrega do material genético encontrado. Na utilização 

do rastreamento de nanopartículas (NTA -Nanoparticle Tracking Analysis), dentro de uma 

concentração de 108 partículas por análise foi possível confirmar a dimensão majoritária das 

VEs extraídas de cada uma das cepas bacterianas pesquisadas no estudo. Segundo a literatura, 

o tamanho das VEs compreende entre 10nm e 400 nm (Toyofuku, Nomura e Eberl, 2019), no 

entanto, o equipamento utilizado passa a computar a contagem de partículas a partir de 20 nm 

(Filipe, V., Hawe, A. & Jiskoot, W., 2010), podendo então estar omitindo uma parcela das 

populações vesiculares investigadas, demonstrando necessidade de maior estudo das frações 

que não foram englobadas. 

   Considerando todos os resultados obtidos e o conhecimento da literatura acerca da 

problemática pode-se dizer que: uso de amostras isoladas de água do mar, sabidamente 

resistentes por estudos prévios do laboratório aponta a vesidução como um possível mecanismo 

negligenciado de propagação da resistência em meio aquático. É importante ressaltar que é 

possível que o mecanismo descrito como vesidução pode ainda, realizar a entrega dos 
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plasmídeos contendo os determinados genes de resistência encontrados, de forma protegida, 

direcionada, múltipla e descontrolada em um meio que abrange o cenário global. Ainda não 

existem estudos ou medidas profiláticas capazes de contornar este cenário de propagação da 

resistência apontando uma pauta de suma importância e preocupação para a população mundial 

de maneira generalizada.  

 

7. Conclusão 

 

● O protocolo de extração de vesículas adotado foi eficaz e com alto rendimento para as 

cepas de bacilos gram-negativos estudados  

● A metodologia de extração de meio sólido apresentou filamentos proteicos como 

contaminantes da fração vesicular em três das quatro cepas estudadas. 

● Os protocolos de purificação estudados mostraram-se eficazes, embora apenas 

parcialmente para as cepas C262 e LB887. 

● Comprovou-se a presença dos grupos de incompatibilidade plasmidial e do gene  

blandm-1 de resistência estudados inseridos nas VEs. 

● Foi possível visualizar a interação entre bacteriófagos e vesículas extracelulares nas 

cepas JP24 e C262. 
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