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RESUMO
STEFANIE CAMARGO DA COSTA

EMPACOTAMENTO DE GENES DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS
EM VESICULAS EXTRACELULARES PRODUZIDAS POR BACTERIAS
RECUPERADAS DE AGUAS COSTEIRAS

Orientadora: Renata Cristina Picao
Coorientador: Roberto Guardatti Gambine Moreira

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

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

obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

A disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos (RAMSs) aumenta a morbidade e letalidade
das infeccBes, dificultando seu tratamento. Em espécies de bactérias gram-negativas a
propagacao desses genes tem afetado a eficacia de diversos antimicrobianos. A RAM emerge
principalmente nas instituicdes de satde, mas as bactérias resistentes ndo estao restritas a esses
ambientes. A aquisicdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos (GRAS) se deve a trés
principais mecanismos: conjugacao, transducdo e transformacdo. Porém, recentemente, foi
descrita a aquisicdo de GRAs mediada por vesiculas extracelulares (VESs), a vesiducdo. Estas
estruturas sdo constituidas a partir da membrana celular, e podem empacotar uma ampla gama
de moléculas do periplasma e citoplasma bacterianos. Embora alguns estudos tenham
confirmado a atuacdo de VEs na transferéncia de GRAs em condi¢fes laboratoriais, 0
empacotamento de genes que conferem mecanismos de resisténcia cosiderados de alto risco
para a salde humana permanece pouco explorado. O objetivo do presente trabalho avaliar se
VEs extraidas de bactérias coletadas do ambiente aquatico sdo carreadoras de GRA. Para isso,
foram estudadas cepas bacterianas previamente caracterizadas, isoladas de aguas costeiras

recreativas, portadoras de GRAs mediados por plasmideos. Foram incluidas na colecdo do
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estudo cepas resistentes aos carbapenemas pela produgdo de carbapenemases, incluindo
Enterobacter kobei FL23, Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262, Citrobacter werkmanii IncQ
- LB887; e uma cepa resistente a polimixina pela producdo de mcr, Escherichia coli
ST683/CC155 - JP24. A extracdo de VEs foi realizada a partir de crescimento em meio sélido
submetido a ultracentrifugagdes em PBS, e filtracdo por membranas com 0,45 micrémetros de
poro, para garantir a retengdo de células remanescentes. O material foi visualizado por meio de
microscopia eletronica de transmissdo (MET), demonstrou a presenca de filamentos proteicos
e bacteriofagos interagindo com a amostra. A analise do tamanho da populacgéo de vesiculas foi
realizada por rastreamento de nanoparticulas (NTA -Nanoparticle Tracking Analysis), cujo
resultado demonstrou vesiculas entre 100nm a 400nm. A presenca 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 presenca dos genes de incompatibilidade plasmidial IncX3, IncU,
IncX4, Incll, IncQ1, IncA e IncR e dos genes blanpm-1 € mer-1.

Palavras-chave: genes de resisténcia, bactérias multirresistentes, vesiculas de membrana
extracelular, RAMs, GRA:s.



ABSTRACT
STEFANIE CAMARGO DA COSTA

PESQUISA DO EMPACOTAMENTO DE GENES DE RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS EM VESICULAS EXTRACELULARES PRODUZIDAS
POR BACTERIAS RECUPERADAS DE AGUAS COSTEIRAS

Orientadora: Renata Cristina Picao
Coorientador: Roberto Guardatti Gambine Moreira

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
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obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

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



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, Incl1, IncQ1, IncA and IncR and the blaNDM-1 and

mcr-1 genes.

Key words: resistance genes, multiresistant bacteria, extracellular membrane vesicles, RAMs,
GRA:s.
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Orientador: Renata Cristina Picao
Coorientador: Roberto Guardatti Gambine Moreira
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Faz parte de nosso cotidiano conviver com bactérias em multiplos ambientes, como em
hospitais, na agricultura, no meio aquatico e muitos outros, através dessa interacdo boa parte
dessas células € responsavel por causar infeccbes e agravamento de quadros clinicos na
medicina humana e veterinaria. Dentro desse contexto, sabe-se que estes microrganismos sao
capazes de resistir ao tratamento com antibioticos, compostos utilizados para tratar o
surgimento de infec¢cbes no organismo. O surgimento dessa resisténcia esta associado
principalmente a sua prescricdo exacerbada na clinica, posologia incorreta e no despejo
indiscriminado dos compostos em redes de agua e esgoto. Porém, para se tornarem resistentes
€ necessario gue 0s microrganismos adquiram essa resisténcia, e isso ocorre através da
aquisicdo de plasmideos contendo essa multirresisténcia. O estudo no Gltimo reservatorio da
resisténcia apontado, 0 meio aquético, ainda é pouco explorado em termos de propagacdo da
resisténcia quando o assunto é a transferéncia 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 raciocinio, a bactéria se torna o personagem, 0s
antibidticos sdo os desafios que ela precisa ultrapassar, a resisténcia é a destreza adquirida para
gque a mesma consiga se multiplicar e a transferéncia horizontal de genes € o mecanismo

utilizado para que a aquisicdo do gene de resisténcia ocorra. Para adquirir essa resisténcia, a
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bactéria utiliza de variadas técnicas, similar ao uso de manobras para atingir o objetivo de forma
mais pratica dentro do jogo. Essas técnicas sdo nomeadas como transformacéo, transducéo,
conjugacédo e recentemente foi descrito o processo de vesidugdo. O processo de vesiducdo
consiste na entrega de material genético através de vesiculas extracelulares. Pode-se associar o
processo a aquisi¢do de um bonus ou presente que um parceiro te entrega para que vocé fique
mais potente no jogo sem que seja necessaria a interacdo direta entre 0s jogadores. Em meio
aquatico, o processo de vesiducao se mostra bastante vantajoso, por realizar a entrega de forma
protegida e direcionada, como se 0 presente entregue no jogo tivesse uma embalagem super
bacana e chegasse de forma extremamente veloz, por isso focamos em investigar 0 processo
neste meios especifico. No presente trabalho o processo de vesidugao foi investigado em quatro
tipos de bacterias provenientes da dgua do mar isoladas pelo nosso laboratério, devido a
auséncia da descricdo do processo em relacdo a estes microrganismos na literatura. Na
investigacdo descobrimos que, 0 empacotamento dos genes de resisténcia atraves de vesiculas
extracelulares realmente acontece entre as bactérias sendo uma possibilidade posterior a
aquisicdo de resisténcia pelas cepas, muitos filamentos de proteinas e bacteriofagos foram
vistos fazendo parte e interagindo com as amostras analisadas, demonstrando ser um processo
muito importante em meio aquético devido a instabilidade e alcance do meio em quest&o,

abrindo questionamento acerca da disseminacao da resisténcia através deste mecanismo.
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01. Introducéo

1.1 Bactérias e a questao da resisténcia

Bacteérias sdo microrganismos unicelulares, procariontes, metabolicamente ativos, altamente
adaptaveis as variagdes que ocorrem no meio, e com processos sofisticados para sua replicacdo
e sobrevivéncia. Sua existéncia estd amplamente difundida por todo o planeta, com vida livre
ou parasitaria. Sdo apontados como uma das principais causas de doencas (Bardo, 1996). Assim,
medidas terapéuticas como o0 uso de antimicrobianos se fazem pertinentes para a manutencao
da saude. Estes medicamentos perturbam o metabolismo do agente infeccioso e séo eficazes no
combate de doencas (Habboush, Guzman, 2022). No entanto, bactérias comumente alteram
seus processos metabolicos em resposta a exposi¢do aos antimicrobianos, o0 que possibilita a
manutenc¢do do patdgeno e dissemina¢do no meio em que esta inserido (Livermore, 2003).

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) causa aumento da letalidade das infeccdes
(Livermore, 2003) e é apontada como uma das principais ameacas a saude publica,
comprometendo a prevencao e tratamento de doencas ocasionadas por infeccdes bacterianas
(Porooshat Dadgostar, 2019). Estudos apontam que o impacto econdmico anual da RAM na
Europa é da ordem de 900 milhdes de Euros (Prestinaci, Pezzotti e Pantosti, 2015). Esse
impacto estd diretamente relacionado com uso de antibioticos mais caros, equipamentos
especializados, maior permanéncia hospitalar e procedimentos de isolamento para 0s pacientes,
tendo ainda os custos sociais que incluem a morte e perda de produtividade (Prestinaci, Pezzotti
e Pantosti, 2015). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a projecdo € que
ocorra um grau de mortalidade superior a dez milhdes de pessoas anualmente, em todo o
mundo, até 2050, levando apenas a RAM em consideracdo caso ndo ocorram acgdes
interventoras na evolucdo da resisténcia (WHO, 2017). Nos EUA, O Centro de Controle e
Prevencédo de Doencas (CDC) estimou mais de dois milhdes de pessoas afetadas por infecgoes
resistentes a antibioticos a cada ano, com pelo menos 23.000 morrendo como resultado da
infeccdo (CDC, 2013). O Brasil € considerado entre os paises da América Latina, um dos que
apresenta 0s niveis mais elevados de resisténcia bacteriana para os principais patdgenos,
particularmente os bacilos gram-negativos (Andrade et al, 2008).

A acelerada evolucdo da resisténcia bacteriana relaciona-se diretamente com o uso de
antimicrobianos (Laxminarayan, 2014). A utilizacdo desses farmacos nas instituicdes de salde,

em grande quantidade e variedade, faz desses locais ambientes criticos para o acumulo e
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disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos (GRA) (Spellberg, 2018). Porém,
essa utilizacdo ndo ocorre somente na medicina humana, mas também em praticas
agropecudrias na prevencao de infeccGes e na promocéo do crescimento animal. (Van Boeckel
et al, 2019). Além disso, o descarte indevido dessas substancias também pode contribuir para a
disseminacdo da RAM (De Man et al., 2000; O’Neill, 2014). Como consequéncia, as bactérias
resistentes ndo estdo restritas as instituicdes saude e podem afetar as esferas humana, ambiental
e animal por outras vias de contaminagdo, aumentando também a morbidade e letalidade das
infecgdes adquiridas fora do ambiente hospitalar (O’Neill 2014, WHO 2017a).

Bactérias gram-negativas (BGNs) foram classificadas pela Organizacdo Mundial da Sadude
(WHO) como patogenos prioritarios por causa da RAM (Figura 1). Nesse grupo bacteriano a
aquisicdo de maior variedade de GRAs € descrita e de forma mais frequente. Além disso, séo
bactérias que modulam e/ou alteram uma série de atributos cromossdmicos como porinas,
lipopolissacarideos da membrana, sistemas de dois componentes, bombas de efluxo, e mesmo
os alvos dos antimicrobianos nas células, resultando em resisténcia a diferentes classes de

antimicrobianos (Lepe, Martinez, 2022).

Ainda é importante ressaltar a resisténcia a carbapenémicos e polimixinas, ambas descritas
como farmacos de ultimo recurso. (Jeannot, Bolard e Plésiat, 2017; Nordmann, 2010).
Atualmente, patdgenos gram-negativos do género Enterobacteriaceae sdo descritos como
altamente relevantes na disseminacao da resisténcia a esses farmacos, cujos 0s mecanismos de
resisténcia envolvem a expressdo de enzimas KPC e NDM que clivam o anel betalactamico dos
carbapenémicos; e genes mcr, que modificam o LPS impedindo a acdo das polimixinas
(Nordmann, 2010) (Dortet , Poirel e Nordmann 2014).
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Figura 1 - Patdgenos prioritarios no contexto da RAM segundo a classificagcdo da Organizagdo mundial de
salide. Imagem adaptada de Breijyeh, Jubeh e Karaman, 2020.

Matrizes aquaticas se destacam entre os ambientes de disseminacdo de RAMs (Dinesh et al.
2016). A disseminacdo de RAMs nesses ambientes ja foi descrita por todo o mundo, como no
Canada (Dinesh et al. 2016), Sudeste da Asia (Makkaew et al. 2021), EUA (Ahmed et al. 2018),
Japdo (Azuma et al. 2019), Sri Lanka (Guruge et al. 2021) e no Brasil, onde GRAs como
blakKPC, mcr, e codificadores de carbapenemases tipo GES, NDM foram abundantemente
encontrados em aguas fluviais e costeiras urbanas do Rio de Janeiro (Paschoal et al. 2017).

Tendo em vista, a correlacdo do desenvolvimento da resisténcia com o metabolismo celular,
é importante pontuar que a existéncia destes mecanismos é proveniente de alteragdes genéticas
fruto de um processo evolutivo, podendo ocorrer por meio de mutagGes ou através da aquisicdo

horizontal de genes (Livermore, 2003).
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1.2 Mecanismos de disseminacao da resisténcia

A capacidade de adquirir GRAs se d& por meio da acdo de elementos genéticos mdveis
repassados por trés mecanismos mais estudados: transformacéo, a absor¢do de DNA livre no
ambiente; conjugacao, dependente de plasmideos que codificam a maquinaria necessaria para
se transferir; e transducéo, que envolve a aquisicdo de DNA exd6geno por meio da acdo de
bacteriofagos durante a infeccdo (Burmeister, 2015) (Figura 2). Todos podem ocorrer
comumente no ambiente, sendo responsaveis por levarem ao acimulo de GRAs (Stokes &
Gillings 2011).

a Transformaqéo bacteriana

leeragao d
DNA
/\
Célula doadora Gene deresisténcia  c¢lyla receptora

b Transdugdo bacteriana

h
K ,

do fago Célula receptora infectada por fago

Celula doadora infectada por fago

€ Conjugacao bacteriana

(H-o~0

Transposon-  Célula doadora Célula receptora

Figura 2 - Transferéncia horizontal de genes entre bactérias. a | O processo de transformagdo ocorre a partir da
liberagdo do DNA de um organismo que é em seguida reabsorvido por outro organismo. b | A transducdo,
consiste na transferéncia dos genes de resisténcia a antibidticos por meio de bacteriéfagos. ¢ | A conjugacéo
ocorre por contato direto entre duas células bacterianas pelo pilus conjugativo. Adaptado de Furuya e De Lowy,
2006.

O processo de transformacdo foi descrito primeiramente por Fred Griffith em 1928. A
descoberta propiciou a visualizacao da alteracdo fenotipica e do desenvolvimento das infec¢bes
a partir da capacidade de absorcdo de DNA, caracterizando o processo de transformacdo. A
aquisicdo do DNA transformador do meio livre s6 acontece sob o estado de competéncia da
célula bacteriana. O estado de competéncia consiste em um estado fisioldgico especifico da

cepa que necessita da expressao das proteinas associadas ao processo, para que ocorra a
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regulacdo da capacidade de transformacéo, restringindo o potencial da transformagéo como
mecanismo de disseminacdo de resisténcia, as que possuem esse mecanismo naturalizado
expressam um conjunto de proteinas dedicadas a captacdo que muitas vezes estdo associadas a
membrana externa da bactéria (Jhonston et al, 2014). Bactérias do género Neisseria, por
exemplo, sdo descritas como naturalmente transformaveis, pois sintetizam suas proteinas de
competéncia de forma constitutiva. O estado de competéncia nesse caso requer o
funcionamento da maquinaria de biogénese associada ao pili IV e suas proteinas que captam o
DNA exo6geno, permitindo que o processo de transformacdo ocorra. Porém, para que a
agregacdo do gene seja possivel é necessario que o DNA passe pelo processo de circularizacao
ou recombinacdo homologa permitindo sua incorporagdo ao cromossomo (Aas et al, 2002).

A conjugacdo € um processo que requer o contato célula-célula mediado pelo pilus
conjugativo, em caso de bactérias gram-negativas (Sgrensen et al, 2005). Durante a interacéo,
ocorre a transferéncia de DNA plasmidial da célula doadora para a receptora. Essa transferéncia
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 plasmideos conjugativos e também aos elementos integrados
ao genoma bacterianos promotores da conjugacdo (Wozniak e Waldor, 2010). O referido
processo € 0 mais estudado entre as vias de disseminacdo da resisténcia, sendo também o mais
vantajoso por realizar a transferéncia em ambiente estavel e protegido do meio, demonstrando
sua eficacia e facilidade na realizacdo da transferéncia horizontal de genes (Wintersdorff et al,
2016).

A transducdo, € o mecanismo de transferéncia que exige a atuacdo de um bacteriofago
carreador do gene de resisténcia durante o processo infeccioso (Schneider, 2017). Durante a
infeccdo, os virus podem realizar o empacotamento errdneo do DNA das respectivas bactérias
hospedeiras envolvidas no processo, carreando os genes e transferindo-os para a préxima célula
infectada (Schneider, 2017). A transferéncia de genes se da por duas vias: i) especializada
quando o bacteriéfago realiza a integracdo do genoma viral ao cromossomo bacteriano e, ao
final do processo infeccioso, retira fragmentos inseridos na regido de ligagdo, ou ii)
generalizada, quando a agregacdo de DNA bacteriano ao bacteriéfago ndo € programada,
ocorrendo de forma aleatoria ou equivocada. Ambas as vias contribuem de forma eficaz para a

disseminacdo da RAM (Brown-Jaque, Calero-Céceres e Muniesa, 2015).
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Os mecanismos descritos até agora sdo 0os mais explorados na literatura, porém nao atuam
com exclusividade na transferéncia horizontal de genes de resisténcia. A partir disso, € possivel
elucidar novos mecanismos de forte atuacdo no tema, dentre eles a atuacdo de vesiculas de
membrana que serdo descritas a seguir (Garcia-Aljaro, Ballesté e Muniesa, 2017; Liu, Thomsen
e Olsen, 2021; Sun, 2018).

1.3 Vesiculas extracelulares

Vesiculas extracelulares (VES) sdo nanoparticulas esféricas de carater lipidico que
medem entre 20 e 400 nm de didmetro e, em seu processo de excisdo, levam consigo
caracteristicas da membrana celular do organismo de origem (Toyofuku, Nomura e Eberl,
2019). VEs atuam de forma multipla e abundante entre todos o0s extratos existentes nos
dominios da vida, possuindo carater patogénico ou comunicativo (Nasarabadi, Berleman e
Auer, 2019). Sua nomenclatura pode ser especializada se relacionada com a célula originaria
de sua secrecdo: em caso de organismos eucarioticos denominam-se microvesiculas ou
exossomas e, em caso de procariotos, sdo comumente chamadas de VEs (Camussi et al, 2010;
Deatheradge e Cookson, 2012).

Em bactérias gram-negativas, as VES podem ser constituidas apenas pela membrana externa
ou pela membrana interna e a camada de peptidoglicano (Toyofuku, Nomura e Eberl, 2019).
Na caracterizacao destas vesiculas (Figura 3) é possivel observar proteinas e lipideos formando
uma bicamada em sua estrutura quando sdo vesiculas de membrana externas, originarias da
porcdo mais exterior da célula bacteriana. Em outro contexto, pode-se avaliar a existéncia de
vesiculas de membrana interna e externa, cujo a composicao envolve as trés camadas estruturais
de bactérias gram negativas com duas camadas membranosas envolvendo a de peptidoglicano,
sendo consideravelmente maiores que as outras vesiculas de membrana (Pérez-Cruz et al,
2015).



Membrana externa

Espaco periplasmético

Ligagdo proteica comprometida

LPS“J . 4

Bactéria gram-negativa

Lipoproteina

Peptidoglicana

| Membrana celular
‘,
<+ b

Actmulo de proteinas desdobradas Lise celular explosiva

000000COO0CO00NCCOOCCO000000000
0000000000000 0DCO0000000000000

Lo >l

=

oo ceee o000 000 cO
oo 0oocoo ©COC ©OC 0O

) 5c(;t‘c\,\
o000
05 ° o""n

00 e
of‘ "

00000CCCOOCOOOCCOO000CO0OCO0CO0
00C0000CO0000000CO00CO0000000000

ccc“‘
eco ©°

Peptidoglicana

Membrana celular —

"4

Pressdo de turgescéncia

0000000000000 00C0000000000000

Bactéria gram-positiva

Lipoproteina

loodbodbooocootbotbootboclioct
00000CO000CO0000000COCOOOOCOCCO
> ‘%,

p |

Parede celular modificando enzimas

o
B

000000000000 0000000000000000000

A
©
c
]
=
[
-
v
©
2
w
>
]
> B
w
@
S
oo
o
[

c
©
c
©
=
o
-
v
©
-
w
>
@
©
o
g
-
w
o
o
£
o
o

VE derivada de bactéria gram-negativa

VE derivada de bactéria gram-positiva

' o

LPS Metabolitos
Proteinas e V

Glicoproteinas Acidos Nucleicos

20

Figura 3 - Biogénese, composicgao e fungdes do VE bacteriano. A | VEs derivadas de bactérias gram-negativas

podem ser liberadas através da membrana externa (i) por ligagdes proteicas diminuidas entre a membrana

externa e o peptidoglicano; (ii) por acimulo de proteinas desdobradas e/ou fragmentos de peptidoglicano no

espaco periplasmético gerando pressao de turgescéncia; e (iii) por lise celular explosiva. B | VEs derivadas de

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

pelo acumulo de VEs; e (ii) pela acdo de enzimas que degradam a parede celular. C | A composicdo bacteriana

das VEs inclui uma dupla camada fosfolipidica, proteinas, glicoproteinas, metabdlitos e &cidos nucleicos. As

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

superficie. D | VEs funcionam durante as interacOes entre bactérias ou células hospedeiras. VEs, vesiculas

extracelulares; LPS, lipopolisacéaridos. Adaptado de Palomino et al., 2021.
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Dentre as vias de biogénese das vesiculas, podemos citar o estimulo da sua formacgéo a partir
da modulagéo das ligagOes cruzadas entre a membrana externa e o peptidoglicano. Alguns
estudos apontam o estimulo da vesiculacdo a partir da auséncia da porina de membrana externa
OmpA, com efeito inverso em sua presenca. (Moon et al., 2012; Deatherage et al., 20009,
Shewchheimer e Kuehn, 2015).

Estudos apontam grande diversidade acerca do contetdo intravesicular e na modulagdo da
producdo, ambas as caracteristicas sd@o ocasionadas pelas condicdes do meio em que se
encontram as bactérias (Bager et al., 2013; Jasim et al., 2018; Orench-Rivera e Kuehn, 2016).
Dessa forma, é possivel afirmar que o processo de vesiculagdo ocorre de maneira nao-aleatoria,
determinando o carater das vesiculas envolvidas no processo (Guerrero-Mandujano et al., 2017;
Toyofuku, Nomura e Eberl, 2019).

A privacdo de aminoacidos e 0 uso de antimicrobianos também s&o fatores que estimulam a
formacéo de vesiculas, demonstrando que o desequilibrio do meio pode induzir o surgimento
de VEs (Kim JH, 2015). A explicacdo para este processo surge a partir de um resultado de
renovacdo da parede celular, cuja origem surge na cadeia de peptidoglicano onde um turgor se
originaria na membrana externa inchando-a e induzindo a formacéo de bolhas que originariam
as VEs (Leah Zhou et al. 1998).

Referente ao uso de antimicrobianos, em vesiculas produzidas sob exposi¢do aos farmacos
foi relatado um contetdo proteico significativamente maior, ndo necessariamente atrelado a
dimenséo das vesiculas, sugerindo um papel importante no carreamento de fatores de viruléncia
por meio de processos envolvidos em chogue séptico (JL Kadurugamuwa & J Beveridge 1995).
Neste mesmo estudo, foi encontrado no interior de VEs fracdes referentes ao LPS, enzimas
como fosfolipase C, proteases, hemolisinas e fosfatases alcalinas, sendo estes fatores que
regularmente contribuem para a patogenicidade das infec¢bes pelo género Pseudomonas. Em
outro trabalho, ha a descri¢do da entrega de f-lactamases mediada por vesiculas, fator indicativo
de um mecanismo de resisténcia aos p-lactdmicos 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 localizacdo periplasmatica destas enzimas ocorra a contribui¢do para empacotamento
das mesmas em VESs. Assim é possivel concluir que as mesmas podem atingir certo potencial

na contribuigcdo do aumento temporéario da RAM (Ciofu et al. 2000).
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Também € possivel associar a producdo de VEs a partir da alteragdo do contetdo lipidico de
regides da membrana externa (McMahon e Boucrot, 2015). Mesmo que ndo completamente
elucidado é possivel afirmar que o acimulo de &cidos graxos com cadeias pares de carbono em
areas especificas da membrana externa pode propiciar regides lipidicas mais favoraveis ao
processo de vesiculacdo, fator que também pode estar associado aos tipos de ligagdo entre 0s
acidos graxos envolvidos, que quando em ligac6es menos estaveis podem facilitar a ocorréncia

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

Outra via que demonstra o principio do processo de vesiculacdo e estd associada a via
anterior aponta a curvatura da membrana externa entreposta por ligacGes proteicas a porcao
lipidica como influenciadora em potencial do processo. As ligacOes proteicas causam a
expansdo da porgéo externa ocasionando a curvatura da membrana pela diferenca de tamanho

entre as porcdes lipidicas (Shewchheimer, Rodriguez e Kuehn, 2015).

Ha ainda uma via da biogénese cujo processo parece independer das modulacGes
membranares acima exploradas. Sua ocorréncia é descrita a partir da agregacdo de proteinas
defectivas, moléculas de LPS disformes e fragmentos da peptidoglicana que favorecem a
formacéo de um territorio estimulatorio ao processo de vesiculacao indicando estresse celular.
(Shwechheimer, Rodriguez e Kuehn, 2014). Estudos reforcam a teoria da biogénese ao analisar
o0 estimulo da vesiculacdo em culturas cujo fragmentos sdo mais abundantes no envoltério
celular. Ainda assim seria necessario que 0 brotamento das vesiculas nesta situacdo fosse
facilitado pela reducéo de ligagdes proteicas e lipidicas entre a membrana externa e a camada

de peptidoglicano (Shwechheimer, Rodriguez e Kuehn, 2015)

1.4 VEs e a disseminacdo da RAM

Analisando seu contetido e mecanismos de biogénese, é possivel avaliar o papel de VEs na
disseminacdo da resisténcia. Esses processos sao realizados sem gasto de ATP/GTP, tornando-
os bastante benéficos a partir da compreensdo que vesiculas sdo capazes de carrear moléculas
solGveis e insollveis a alvos distantes e de forma concentrada, protegida e direcionada (Adam
Kulp e Meta J. Kuehn, 2010). Foi possivel analisar o desenvolvimento de resisténcia a
polimixina, antimicrobiano de Gltimo recurso, em Pseudomonas syringae apos a adi¢do de VEs
ao meio de cultura, com origem provavel a partir do sequestro da ligagdo antimicrobiana a

vesiculas, apontando seu potencial no papel transformante (Kulkarni et al. 2015).
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O potencial de transformacdo das VEs € bem explorado, havendo comprovacdo da
possibilidade do carreamento de DNA entre as bactérias. Tal processo foi identificado em cepas
de Neisseria gonorrehae, onde as fracOes Bl e BIl de suas respectivas VEs continha DNAs
lineares e circulares, além de proteinas de ligacdo ao DNA (Dorward et al. 1989;). Em P.
aeruginosa as vesiculas demonstraram a presenca de LPS e vérias enzimas como fosfolipase
C, protease, hemolisina e fosfatase alcalina, conhecidas por atuarem na patogenicidade de
infecgBes por Pseudomonas. Neste caso, os tipos de vesiculas analisadas no estudo atuaram
como veiculo de transporte para 0 DNA e fatores de viruléncia (Kadurugamuwa and Beveridge
1995). Outro estudo utilizou cepas de E.coli O57:H7 para avaliar o potencial transformante das
vesiculas, as quais demonstraram resultado positivo para a presenca de DNA que codifica os
genes de viruléncia eae, stx1, stx2, e uidA. Além disso, as toxinas Shiga 1 e 2 estdo contidas
nas vesiculas sugerindo que as vesiculas 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 protecéo fornecida
contra as exonucleases na estrutura vesicular, exacerbando o seu potencial transformante visto
que, a partir dos processos citados, se tornaria possivel a contribuicdo para sobrevivéncia,
patogenicidade e toxicidade de bactérias (Renelli 2003). Em acréscimo, também foi descrito
que VEs protegem o DNA da acdo da DNAse ou enzimas de restricdo e, portanto, constituem
um meio inteligente de transporte para 0 DNA de uma célula para outra (Kahn et al., 1983;
Dorward et al., 1989; Domingues and Nielsen, 2017).

Por isso, é de extrema relevancia abordar as nanoparticulas em questdo como perpetuadoras
de resisténcia em modelos in vitro, obtendo papel de destaque ainda maior como mecanismos
de THG no meio ambiente. O processo foi denominado como vesiducao (Soler, N., & Forterre,
P. 2020), no estudo a vesiducdo consistiria nas seguintes etapas: (i) saida da VE contendo DNA
de uma célula doadora, (ii) migracdo do VE para o ambiente, (iii) fixacdo da VE para uma
superficie celular receptora, (iv) transporte de DNA no citoplasma e (v) aquisicdo de genes.

Para além do meio ambiente, temos humanos, animais, plantas, alimentos como
impulsionadores da resisténcia antimicrobiana, reforcando a relevancia da abordagem do
conceito de One Health como alternativa para o controle dessa problematica (Interagency
Coordination Group on Antimicrobial Resistance, 2019). Dentro deste contexto, cabe salientar
0 papel dos ambientes aquaticos como transmissores e de concentracdo de RAMs (Karkman,
Do, Walsh, & Virta, 2018; Suzuki, Pruden, Virta, & Zhang, 2017 ; Wellington et al., 2013).

Em contrapartida, a relagdo com os riscos a sallde humana entre bactérias resistentes e seus
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respectivos genes de resisténcia em ambientes aquaticos ainda ndo sdo completamente
compreendidos, tal fator estd associado a auséncia de informagdes e estudos de carater
exploratorio na literatura (Ashbolt et al., 2013 ; Pepper, Brooks, & Gerba, 2018). A principal
via de risco a saude humana do desenvolvimento de RAM em meio aquatico esta associada a
ingestdo de bactérias resistentes, assim como o papel do eDNA, associado a aquisi¢do de RAMs
por bactérias ambientais por meio da transformacéo natural. Havendo ainda, a contribuicdo da
fracdo viavel, mas ndo cultivavel de bactérias do ambiente que também atuam na propagacao
da RAM, dificultando o detalhamento do processo e seus efeitos na saude humana (Mohan
Amarasiri, Daisuke Sano & Satoru Suzuki 2020)
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0 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 atuagdo de VEs no ambiente marinho. Um estudo
em culturas de Prochlorococcus, uma cianobactéria marinha, € comprovada a liberagéo de VEs
de carater lipidico carreadoras de proteinas, DNA e RNA, demonstrando também a abundancia

de vesiculas carreadoras de DNA no mar costeiro e aberto (Biller et al. 2014). Tendo em vista,
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a existéncia de bactérias resistentes em aguas 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 possivel inferir a
importancia da investigagdo do potencial transformante de VEs de bactérias provenientes do

meio aquatico.

2. Justificativa

O presente estudo baseia-se na investigacdo em busca de novos mecanismos de
disseminagdo da RAM na natureza replicados em modelos in vitro, tendo em vista a auséncia
de estudos pesquisando o carreamento e disseminacdo de GRASs de ultimo recurso pelo
transporte vesicular. A indiscriminada utilizagdo de antimicrobianos em diferentes estratos,
sendo ainda reforgcado com uso sem fundamentacdo de antimicrobianos em meio a pandemia
de COVID-19 é mais que evidente a crescente emergéncia de novas cepas resistentes aos
compostos ao redor do mundo. Por isso, a presente investigacdo pode auxiliar
fundamentalmente em pesquisas futuras abordando mecanismos alternativos para combater a
disseminacdo da resisténcia a nivel ambiental.

O estudo é exploratorio e busca mostrar a perpetuacdo de GRAs por meio de VEs de
microrganismos multirresistentes isolados do mar que podem apontar, no longo prazo, medidas
de intervencdo mais eficazes para reduzir a propagacdo destes genes em ambientes aquaticos.
Portanto, sugere-se que o transporte vesicular € um mecanismo importante para a transferéncia
de GRAs de ultimo recurso, tendo em vista a capacidade de entrega ainda que nédo haja contato
proximo entre doadores e receptores e a pressao antropogénica, sofrida pelas cepas ao entrarem
em contato por exemplo, com o esgoto de origem hospitalar, sendo este um fator importante ja

documentado em relacdo a disseminacdo de RAMs (Jiang et al, 2022).

3. Objetivos

Objetivo geral

Avaliar se VEs extraidas de bactérias coletadas do ambiente aquatico sdo carreadoras de GRA.
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Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo para extracdo em meio solido de VEs de bacilos gram-
negativos produtores de KPC, NDM e MCR que foram recuperados de dguas costeiras.
e Avaliar o carreamento dos grupos de incompatibilidade plasmidial e principais genes

de resisténcia pelas VEs extraidas

4. Metodologia

4.1. Cepas utilizadas

As cepas utilizadas neste estudo foram isoladas em trabalhos prévios do Laboratdrio de
Investigagdo em Microbiologia Médica. As escolhas foram feitas a partir de bactérias
sabidamente resistentes coletadas em aguas 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 resisténcia contidos nas cepas bacterianas

Cepa Grupos de nges dg
bacteriana incompatibilidade resisténcia
Enterobacter kobei FL23 IncX3
blakpc-2
IncU

Klebsiella pneumonieae ST11-

IncA/C
FLC262 blanom-1
| | |
Escherichia coli ST683/CC155 - IncX4
mcr-1
P24 InclL
| | |
Citrobacter werkmanii IncQ -
IncQ1l, IncAe IncR blakpc-2

LB887
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4.2. Condicdes para a extracao de VESs de bactérias gram-negativas

Inicialmente foi realizado o cultivo das respectivas cepas em meio LB (Luria Bertani)
liquido sob agitacdo continua a 120 rpm por 24 horas a 37°C, utilizando-se uma coldnia de
repique recente para inocular 20ml de meio de cultura. Em seguida, para os indculos em placa
que foram utilizados para extracdo das VES, o crescimento em meio liquido que foi diluido na
proporc¢do de 1:50 e teve sua densidade ética mensurada para absor¢do em 600nm. O volume
de 200uL de tal dilui¢do foi entdo espalhado em placas de meio TSA com auxilio de algas de
Drigalski com subsequente incubacdo a 37°C por 18h. Esse processo foi realizado para que
houvesse uma padronizacdo do processo que permitisse relacionar a quantidade de vesiculas
obtidas a partir do nimero de células bacterianas. Ap6s incubacéo, as placas foram processadas

conforme o item a seguir.

4.3 Obtencéo de VEs

Apols a etapa inicial foi realizado sequencialmente o plagueamento das amostras em
concentracdo de 1:50, onde cada cepa foi cultivada em 4 placas de Petri com 12ml de TSA
(trypticase soy agar) com 200 pL da amostra em tapete uniforme que, ap0s a secagem, seguiu
para incubacdo em estufa a 37°C por 24 horas. O processo de centrifugacdo ocorreu apés a
raspagem das placas, seguido de inoculacdo de todo o conteudo retirado em 20ml de PBS 1X
para remover células intactas. A condicdo da centrifugacdo inicial foi 7,000 x g por 15 minutos
e 0 sobrenadante obtido foi novamente centrifugado a 15,000 x g por 15 minutos. Em seguida,
0 sobrenadante recuperado foi submetido a filtragdo em membranas de poro 0,45 pm, para
garantir a retencdo de células remanescentes. Por fim, o volume obtido foi submetido a
ultracentrifugacdo a 141.000 x g por 1 hora. Ao final desta etapa, todo o sobrenadante foi
descartado e as vesiculas depositadas no fundo foram ressuspendidas em 200uL de PBS 1X no

tubo de ultracentrifugacédo e posteriormente armazenadas em eppendorfs.

4.4. Quantificacdo e caracterizacdo vesicular

Para quantificacdo e caracterizacdo das distribui¢es de tamanho do contetdo obtido na
etapa anterior, foi utilizada a metodologia de rastreamento de nanoparticulas (NTA -
Nanoparticle Tracking Analysis). Em seguida, foram realizadas analises de microscopia
eletronica de transmissdo (MET), com finalidade de confirmacéo acerca do conteido e a pureza

das VEs. A preparacdo das amostras foi feita pelo método de contrastacdo negativa, onde a
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primeira etapa envolveu a separacdo das grades de microscopia eletrénica recobertas com
FormVar e carbono. Por conseguinte, foi necessario 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 adesdo das VEs durante
60 minutos e, entdo, procedemos com a secagem da grade por capilaridade, encostando um
papel de filtro na sua parte inferior. Entéo, as grades foram lavadas com 30 pl de PBS 1, estéril
e filtrado em membrana de 0,2 micrémetros. Para fixar as amostras foi adicionado 30 pul de
solucdo KARNOVSKY (karnovsky paraformaldeido 4% e GA 2,5% em tampdo fosfato, 0,2
molar em agua destilada qg.s.p) e as grades foram mantidas por 10 minutos a temperatura
ambiente em capela de exaustdo de gases. Logo em seguida, o material foi lavado por trés 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 solucdo foi centrifugada por 12.000 g por 2
minutos. Por fim, lavamos todas as grades uma vez com &gua destilada, secamos com papel
filtro pela lateral da grade e as mantivemos em temperatura ambiente por aproximadamente 2

horas.

4.5 Purificacdo dos extratos vesiculares

Concluidas as etapas anteriores, uma etapa adicional utilizando do iodixanol foi realizada
quando foi percebida a necessidade purificacdo da amostra. Para esta etapa, 0 material obtido
no item 4.3 foi ressuspendido em 10 mL. Esta nova suspenséo foi depositada sobre 550 ul de
PBS com concentracdo de 0,01 M (Horstman, A.L. and Kuehn, M.J. 2000) para realizar uma
etapa de suspensdo das vesiculas, findando ajustar e fornecer um meio em condi¢Ges
isosmaticas para manter a integridade estrutural estabilizando-as para o processo de gradiente
de densidade (OptiPrep Application Sheet S62, 2020) com a adicdo de iodixanol, OptiPrep
60%, em 0,4 mLum tubo de ultracentrifugacdo. Por fim, o tubo foi submetido a

ultracentrifugacéo (141,000 x g, 60 min), com posterior coleta das fracOes inferiores.

4.6 Quantificacdo de proteinas e remoc¢ao de DNA extravesicular

Como uma segunda forma de quantificar as extragfes de VEs, diluicbes de 1:100 das
amostras obtidas no item 4.3 tiveram seu contetido proteico quantificado por meio da utilizacao
do Kit de Ensaio de Proteina Pierce BCA (Thermo Scientific), seguindo as recomendac6es do
fabricante). A quantificacdo do DNA foi realizada através dos fluorémetros Qubit detectam

corantes fluorescentes especificamente ligados a 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 presenca de contaminantes, de acordo com as instrucdes do
fabricante no Kit Qubit 1X dsDNA BR Ensaio Padrédo Lambda (ThermoFisher).

4.7 Remogao de bacteridéfagos e DNA extravesicular

Para extinguir a contaminacdo por DNA fora do contetdo intravesicular, foi realizado o
tratamento com DNase de acordo com as especificagdes do Kit Qubit 1X dsDNA BR Ensaio
Padrdo Lambda (ThermoFisher). O uso da proteinase K (ThermoFisher) também se fez

necessario, para degradacdo da estrutura dos bacteriéfagos presentes encontrados na amostra.

4.8 Pesquisa de GRA e marcadores plasmidiais

Tambem foi realizada a etapa de PCR simplex usando a quimica SYBR Green para detectar
todos os alelos conhecidos dos genes para extracdo e identificacdo de DNA no interior vesicular
onde é necessario um par de oligonucleotideos iniciadores (forward e reverse) especificos para
0s genes de resisténcia a serem pesquisados 0s quais, com o auxilio da enzima Taq polimerase,
sdo capazes de realizar a amplificacdo de apenas um gene alvo por amostra. Cada reacéo foi
realizada visando um volume final de 10l por tubo contendo 5ul Master Mix SYBR Green;
0,5ul de primer forward e reverse, 0,3ul de agua MilliQ estéril e 1l (50 a 100 ng) de DNA.
Foram empregados os iniciadores sequenciados e descritos na biblioteca do laboratorio, cujo os
ciclos descrevem-se da seguinte maneira: 95°C por 10 minutos, 95°C por 30 segundos, 53°C

por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, 72°C por 7 minutos em 35 ciclos

5. Resultados

5.1 Analise das fracdes vesiculares extraidas das bactérias em estudo

5.1.1. Enterobacter kobei FL23

Na microscopia eletrnica de transmissao desta cepa foi possivel observar as estruturas das
VEs junto a filamentos proteicos provenientes da cepa de origem. A imagem (Figura 5) foi
capturada em uma magnificacdo de 20.000 vezes nas letras A, B e C e em um aumento de

10.000 vezes na letra D, sendo possivel 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 eletronica de transmissao de extraido vesicular de Enterobacter kobei FL23. Nas imagens
A, B, Ce D é possivel observar estruturas de vesiculas extracelulares (setas brancas) em meio ao aglomerado de
filamentos proteicos (setas pretas).

O tamanho e concentragdo das VESs extraidas da cepa foi avaliado através do rastreamento de
nanoparticulas logo apés a etapa de extracdo (Figura 6) visando uma avaliacdo quantitativa e
qualitativa do perfil de vesiculas extracelulares investigado. E possivel observar que a moda da
concentracdo de VESs esté na faixa de 150nm cujo a média de tamanho encontra-se na faixa dos
182,7nm com desvio padrdo de 51.7nm em uma concentracdo de 4,5x10! particulas por
mililitro.
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Figura 6: Gréafico de concentracdo/tamanho de vesiculas extrecelulares extraidas da cepa de Enterobacter kobei
FL23. No grafico a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho representa o desvio
padrdo.

5.1.2. Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262

Seguindo o procedimento do item 5.1.1 para a caracterizacdo de VES, a microscopia
eletronica de transmissdo desta cepa demonstrou similarmente as estruturas vesiculares em
meio a filamentos proteicos. A imagem (Figura 7) foi capturada em uma magnificacdo de
20.000 vezes nas letras A e B, 25.000 aumentos na letra C e 40.000 aumentos na letra D, sendo
possivel observar a estrutura das VEs indicadas pelas setas brancas em meio a amalgama

filamentosa sinalizado pelas setas pretas.



Figura 7: Microscopia eletronica de transmissao de extraido vesicular de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262.
Nas imagens A e B é possivel observar estruturas de vesiculas 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 vesiculas extracelulares, sendo possivel avaliar a bicamada lipidica de suas respectivas membranas.

Seguindo o modelo de analise, a concentracdo das VES extraidas da cepa apos a etapa de
extracdo (Figura 8) foi quantificada. A maior concentracdo de VEs esta na faixa de 431nm, a
média de tamanho das vesicula encontra-se na faixa dos 437.1nm, com desvio padrdo de
129.2nm, indicando uma amostra heterogénea na diversidade dos extraidos preliminares, em

uma concentracéo de 1,48x10* particulas por mililitro.
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Figura 8: Gréfico de concentracdo/tamanho de VES extraidas da cepa de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262.
No gréfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho representa o desvio

padrdo.

5.1.3. Escherichia coli ST683/CC155 - JP24

Nesta analise microscopica, de forma divergente as anteriores, observou-se a presenca das
fracdes vesiculares junto a bacteriofagos bem distribuidos em toda a rea da amostra analisada
(Figura 9). Nas imagens A e B é possivel notar diferentes morfologias de bacteriéfagos em uma
magnificacdo de 40.000 vezes. Nasimagens C e D € possivel analisar a morfologia da bicamada
lipidica das VEs interagindo com as estruturas de bacteriéfagos em uma magnificacdo de

80.000 e 100.000 vezes, respectivamente.



34

Figura 9: Microscopia eletronica de transmissdo de extraido vesicular de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24.
Nas imagens A e B é possivel observar estruturas de vesiculas extracelulares (setas brancas) em meio a
diferentes morfologias de bacteridfagos (setas pretas). Nas imagens C e D pode-se observar de forma mais
aproximada as estruturas de vesiculas extracelulares (setas brancas), sendo possivel avaliar a bicamada lipidica
interagindo diretamente com estruturas de bacteriéfagos (setas pretas).

ApOs a extragdo, o tamanho e concentragdo das particulas extraidas da cepa foram obtidas
(Figura 10). E possivel observar que a maior concentragio de particulas esta na faixa de 255nm,
onde sua média de tamanho compreende a faixa dos 252,8nm com desvio padrdo de 99.2nm

em uma concentracdo de 2,8x10% particulas por mililitro.
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Figura 10: Grafico de concentracdo/tamanho de VEs extraidas da cepa de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24
apos extracdo. No gréafico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho

representa o desvio padrao.

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 magnificacdes 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.



Figura 11: Microscopia eletronica extraido de vesicular de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887. Nas imagens
A e B é possivel observar estruturas de vesiculas 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 vesiculas extracelulares, sendo possivel avaliar a bicamada lipidica de suas respectivas membranas (setas
brancas) em meio ao aglomerado de filamentos proteicos (setas pretas).

O perfil vesicular de mostrou maior concentragdo de particulas na faixa de 118nm, com média
de tamanho 216nm e desvio padrdo de 94,6nm, em concentragdo de 1,9x10% particulas por

mililitro.
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Figura 12: Gréfico de concentracdo/tamanho de VEs extraidas da cepa de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887.
No gréfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em vermelho representa o desvio

padrdo.

5. 2. Remocdao dos filamentos protéicos e bacteridfagos

A partir da observacdo das microscopias foi possivel observar contaminacao por filamentos
proteicos nas amostras Enterobacter kobei FL23, Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 e
Citrobacter werkmanii IncQ - LB887. Foram vistos também bacteri6fagos na cepa de
Escherichia coli ST683/CC155 - JP24. Tendo em vista a obtencdo de amostras mais puras,
dispunhamos de duas metodologias possiveis para concretizacdo do processo de purificacdo: o
uso do colchdo com iodixanol (60%), visando a separacdo dos contaminantes por meio da
densidade diferencial e um tratamento enzimatico utilizando uma proteinase, com o intuito de
degradar os contaminantes de natureza proteica. Devido ao carater exploratorio deste estudo e
a limitag&o de tempo para a realizacdo dos experimentos no Instituto Carlos Chagas - Fiocruz
Parana, as cepas foram separadas em dois grupos, onde duas receberam tratamento com o
colch&o de iodixanol e outras duas com proteinase para avaliacdo e comparacdo da eficicia dos

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

Ap0s o tratamento da amostra com proteinase K com finalidade de ver uma amostra mais
pura com a retirada dos filamentos, a microscopia eletrénica de transmissdo mostrou a eficacia
do procedimento, embora tenha-se observado um rendimento reduzido das VEs. As imagens
(Figura 13) denominadas como A e B foram obtidas em magnificacéo de 15.000 e 40.000 vezes,
respectivamente e as indicadas como C e D foram obtidas em magnificacéo de 10.000 e 50.000,

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

v oy

RN
S0,

Figura 13: Microscopia eletronica de extraido vesicular de Enterobacter kobei FL23 ap6s 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 apds a etapa de purificagdo. Previamente ao tratamento, a maior recorréncia
de tamanho observada foi de cerca de 150 nm, onde a média de tamanhos foi aproximadamente
183 nm com desvio padrdo de 51,7 nm, em uma concentracdo de 4,5x10* particulas por
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mililitro. Dessa forma é possivel observar apds a purificagdo, que o tamanho das amostras
concentrou-se na faixa dos 148nm, onde sua média de tamanhos foi de 164.3nm, com desvio
padrdo de 36,8nm para uma amostra diluida 50 vezes, demonstrando reducdo em cerca de 10
vezes no rendimento da amostra apds o tratamento que passou a possuir 1.5x10° particulas por
mililitro como concentracéo final. A partir disso, o resultado indica queda no rendimento das
amostras ap6s o tratamento, com reducéo da média de valores entre os extraidos vesiculares e
desvio padrdo menor, indicando que o tratamento foi eficaz para a aquisicdo de uma amostra

mais pura e homogénea.
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Figura 14: Gréfico de concentracdo/tamanho de VEs extraidas da cepa de Enterobacter kobei FL23 apds o
tratamento com a proteinase. No gréfico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em

vermelho representa o desvio padrao.

5.2.2 Klebsiella pneumonieae ST11-FLC262 purificada com iodixanol

Como foi observado no item 5.1.2 filamentos proteicos junto as VES na amostra extraida, foi
adicionada a etapa de purificacdo com iodixanol. Dessa forma, foi possivel observar a retirada
dos filamentos evidenciando a presenca de estruturas que assemelham a bacteriéfagos como é

possivel observar na figura 15. As imagens A e B estdo em uma magnificagdo de 15.000 vezes
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e as imagens C e D se encontram em uma magnificacdo de 40.000 e 60.000 vezes,

respectivamente.
b A @

Figura 15: Microscopia eletronica de transmissdo de extrato vesicular de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262

apos a inclusdo da etapa de purificagdo com o iodixanol. Nas imagens A e B é possivel observar morfologias de

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

D, em maior aumento, é possivel observar conglomerados vesiculares indicados pelas setas brancas e estruturas
de bacteri6fagos também indicadas por setas pretas demonstrando interagdo com a fragao vesicular.
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Figura 16: Gréfico de concentragcdo/tamanho de VEs extraidas da cepa de Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262

apos o tratamento com iodixanol

Apos a etapa de purificacdo, foi possivel observar distingdo na caracterizacdo das amostras
ao ser comparada com a etapa anterior descrita no item 5.1.2. Sua distingdo notoria esta
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 padrdo de 84,5nm em uma concentracdo de 1,45x10 particulas por mililitro,
demonstrando eficacia na retirada de particulas maiores promovendo uma amostra mais pura e
homogénea, ao custo de um rendimento duas vezes menor que o0 da amostra extraida

preliminarmente.

5.2.3 Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 purificada com proteinase

Tendo em vista o resultado da microscopia eletronica anterior (Figura 9) para a obtencédo de
uma amostra mais pura, o extraido vesicular também foi submetido ao tratamento com
proteinase para a retirada de bacteriofagos. A obtencdo de uma amostra mais pura, com retirada
majoritaria dos bacteriofagos e reducdo do rendimento das VEs pode ser observada na

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

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

Figura 17: Microscopia eletronica de extraido vesicular de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 apds

tratamento com proteinase. Nas imagens A e B, as setas brancas indicam estruturas vesiculares dispersas na
amostra purificada. Nas imagens C e D é possivel ver a estrutura de VEs também indicadas por setas brancas em
maior aumento, na figura C ainda é possivel observar a estrutura de um bacteriéfago préximo a vesicula,

indicado pela seta preta.

A cepa apresentou tamanhos e concentragdes distintas da amostra indicada nas analises
preliminares. De acordo com o item 5.1.3, as VEs obtidas foram caracterizadas em uma média
de tamanho de 252,8nm com desvio padrdo de 99,2nm e em uma concentracdo de 2,8x10%3
particulas por mililitro do extrato original. Em comparacdo ao resultado anterior, o perfil
vesicular obtido em maior recorréncia foi com 143nm, com média de tamanho de 188,6nm e
desvio padrdo de 63,9nm, com amostra diluida 10 vezes ap0s a etapa de purificacdo,

demonstrando reducdo no rendimento da amostra ap0s o tratamento passando a possuir



43

concentragdo de 4,8x10° particulas por mililitro, indicando eficacia na purificagdo e uma

amostra mais homogénea apesar da queda em seu rendimento.

E6
60

50

40

30

Concentracéao (particulas/mil)

0 —J T T T T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Tamanho (nm)

Figura 18: Gréfico de concentragdo/tamanho de VEs extraidas da cepa de Escherichia coli ST683/CC155 - JP24
ap0s o tratamento com a proteinase K. No grafico acima a linha preta representa a média de tamanho e o

destaque em vermelho representa o desvio padréo.

5.2.4 Citrobacter werkmanii - LB887 purificada com iodixanol

Por também possuir filamentos proteicos junto as VES na amostra preliminar extraida, a
determinada cepa foi selecionada para receber a etapa de purificacdo com iodixanol. Dessa
forma, foi possivel observar reducdo dos dos filamentos sem sua retirada total (Figura 17). Nas
imagens A e B € possivel observar estruturas proteicas dispersas indicadas pelas setas pretas
em uma magnificacdo 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 possivel observar
de forma mais clara a estrutura vesicular em uma magnificagcdo de 40.000 e 60.000 vezes
também de forma respectiva, onde as bicamadas lipidicas que sinalizam a estrutura de VES
foram indicadas pelas setas brancas e a presenca dos filamentos proteicos seguem representados

pelas setas pretas.
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Figura 19: Microscopia eletronica de transmissdo de extraido vesicular de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887
apos tratamento com iodixanol. Nas imagens A e B é possivel observar morfologias de filamentos proteicos
indicadas pelas setas pretas e estruturas vesiculares indicadas pelas setas brancas. Nas imagens C e D, em maior
aumento, € possivel observar estruturas vesiculares indicadas pelas setas brancas e estruturas de filamentos
proteicos indicados por setas pretas.

Nesta ultima analise, a cepa apresentou tamanho de maior recorréncia de aproximadamente
174nm, sua média de tamanho foi de 209,5nm com desvio padrdo de 78,6nm seguindo uma
concentracdo de 8,2x10'! particulas 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 homogénea ao avaliarmos a divergéncia entre 0s desvios padrfes antes e
depois do tratamento de purificacdo da amostra, indicando eficacia parcial de purificacdo do
procedimento, tendo em vista o prosseguimento da presenca de filamentos descritos na
microscopia eletronica (Figura 19).
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Figura 20: Gréfico de concentracdo/tamanho de VES extraidas da cepa de Citrobacter werkmanii IncQ - LB887
apos tratamento com iodixanol. No gréafico acima a linha preta representa a média de tamanho e o destaque em

vermelho representa o desvio padrao.

5.3. Quantificacéo de proteinas e DNA

As amostras de VESs extraidas obtiveram os seguintes resultados em sua quantificacdo proteica
na auséncia 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 apds o célculo da equacéo
de regressdo linear com valor do R2de 0, 971. A quantificacdo apds o tratamento com proteinase
ndo foi relizado, considerando que a enzima utilizada refere-se ao kit de ensaio de proteina BCA
Protein Assay, que realiza a quantificacao através da reducdo conhecida de Cu 2+ para Cu 1+
por proteina em meio alcalino com deteccdo colorimétrica altamente sensivel e seletiva do
cation cuproso (Cu 1+) pelo acido bicinconinico (BCA). A primeira etapa é a quelacao do cobre
com a proteina em um ambiente alcalino para formar um complexo azul claro. Nesta reacao,
conhecida como reacdo do biureto, peptideos contendo trés ou mais residuos de aminoacidos
formam um complexo quelato colorido com ions cupricos em um ambiente alcalino contendo

tartarato de sodio e potéssio. Dessa forma, qualquer quantificacdo proteica apds a realizagdo do
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ensaio sofreria interferéncia da propria enzima e dos oligopepitideos presentes na amostra apos
a degradacdo, dificultando o estabelecimento de um pardmetro na analise quantitiva das

proteinas do extraido vesicular.

Tabela 2: Tabela com quantificacdo proteica das VEs extraidas de suas respectivas cepas.

Cepa bacteriana Quantificacéo proteica (pg)

Enterobacter kobei FL23 0,0226

| | 1
Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 0,0487

| | 1
Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 0,0839

[ | 1
Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 0,0079

Em analise posterior, foi realizada a quantificacdo do DNA através do fluorémetro Qubit. O
processo foi realizado antes e depois do tratamento com DNase. Essa essa etapa foi necessaria
devido a presenca de bacteridéfagos visualizados na amostra e para retirada da presenca de DNA
exogeno nos extraidos vesiculares para visando findar interferéncia nos resultados posteriores
da PCR (item 5.4)

Tabela 3: Tabela com quantificacdo DNA antes e ap06s o tratamento com DNAse.

Cepas bacterianas Quantificacdo de DNA no Quantificacéo apds
estrato tratado com tratamento com proteinase
proteinase (ng/uL) e DNase (ng/uL)
I Escherichia coli ST683/CC155 - JP24 0,0 | 0,0 I
I Citrobacter werkmanii IncQ - LB887 4,58 I 0,0 I
I Enterobacter kobei FL23 I 3,14 | 0,0 I

f
Klebsiella pneumoniae ST11-FLC262 7,54 0,0
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5.4. Presenca intravesicular de genes de resisténcia e grupos de incompatibilidade
plasmidial

A procura pelos grupos de incompatibilidade plasmidial no interior das VEs se mostrou
eficaz com a presenca 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 extraidas de suas respectivas cepas.

Cepa Grupos de Amplificagéo por

bacteriana incompatibilidade PCR ap6s DNAse
Enterobacter kobei FL23 IncX3 +
IncU +

Klebsiella pneumonieae ST11- -

IncA/C
FLC262

I I I
Escherichia coli ST683/CC155 - IncX4 +
JPca Incll -

| I |

Citrobacter werkmanii IncQ -

IncQLl, IncA e IncR +

LB887

5.5 Presenca de blaKPC, blaNDM e mcr

A presenca dos principais genes de resisténcia contidos nas cepas resistentes foram
investigados. Os genes de resisténcia escolhidos para investigacdo foram descritos como 0s
mais importantes agravadores de infeccdes ocasionadas pelas determinada cepas (Wilson,
Torok, 2018). Dessa forma, foi possivel observar os resultados para a presenca de blaNDM-1
e mcr-1 como positivos quanto a sua presenca e negativos para a presenca de blakpc.2 como

disposto na tabela abaixo (Tabela 5).
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Tabela 5: Tabela com os principais genes de resisténcia a serem identificados de acordo com as VESs extraidas e
suas cepas resistentes de origem.

Cepa Gene de Amplificacéo por
bacteriana resisténcia PCR ap0s os tratamentos
Enterobacter kobei FL23 blakpc-2 =

| | ] 1
Klebsiella pneumonieae ST11-

FLC262 blanom-1 +

Escherichia coli
ST683/CC155 - JP24 mcr-1 i

Citrobacter werkmanii
IncQ - LB887 blakpc-2 -

6. Discussao

No presente estudo, foi possivel avaliar e caracterizar a fragao 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 presenca das vesiculas
extracelulares pode ser confirmada a partir da analise morfoldgica. De acordo com estudos
prévios, é possivel caracterizar VESs a partir da visualiza¢do de seu envoltorio com presenca da
bicamada lipidica (Toyofuku, Nomura e Eberl, 2019). Nas microscopias eletronicas de
transmissdo, foi possivel avaliar além das vesiculas extracelulares filamentos proteicos (Figuras
5, 7,11 e 19) e bacteriéfagos (Figuras 9 e 15) provenientes da amostra plaqueada. Dessa forma,
é pertinente ressaltar a interacdo dos bacteriéfagos com as fracdes vesiculares observados de
forma nitida nas micrografias do presente trabalho (Figuras 9 e 15). Tendo em vista a descrita
interacdo, torna-se uma possibilidade dizer que através do contato os genes de resisténcia dos
bacteriféfagos passem para as vesiculas tornando-as mecanismos de perpetuacdo de resisténcia
aos antimicrobianos. Ademais, a quantificacdo de proteinas precisa ser investigada de maneira
mais detalhada, visto que as amostras vesiculares sedimentaram com multiplos filamentos
proteicos, podendo alterar as métricas obtidas no processo.

Tendo isso em vista, a extracdo de VEs foi necessaria para avaliar o carreamento dos genes
de resisténcia nessa nova forma descrita de transferéncia horizontal de genes, a vesidugéo. A

metodologia utilizada no estudo € adaptada e se mostrou eficaz. O processo utilizou como base
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0 estudo de extragéo vesicular de Cryptococcus gatii (CG Reis, S.Borges, J.Jozefowicz, 2019)
em uma parceria com o Instituto Carlos Chagas, Fiocruz - Parand. Na literatura, outros
processos de extracdo foram descritos de forma laboriosa e com rendimento escasso (Coelho,
Brown, Maryam, 2019). Dessa forma, se mostrou necessario a adaptacdo do processo de
extracdo para aprimorar o rendimento quantitativo e futura caracterizagao das fracGes extraidas.

Foram escolhidas as cepas sabidamente resistentes, obtidas em estudos prévios do laboratorio.
A espécie nomeada por Enterobacter kobei FL23 (Kraychete et al, 2022), faz parte do género
Enterobacter spp. O género é conhecido por habitar multiplos ambientes, incluindo os corpos
d’agua, regido de destaque nesta pesquisa (Davin-Regli, Lavigne e Pages, 2019). Sua
importancia clinica estd associada a infeccGes oportunistas. (Davin-Regli, Lavigne e Pages,
2019). Com proveniéncia de fatores intrinsecos, estes microrganismos possuem naturalmente
consideraveis niveis de resisténcia (Davin-Regli et al., 2016). Em conjunto, ainda ha a
facilidade deste género em receber genes exdgenos (Partridge et al., 2018) tornando as cepas
bacterianas ainda mais perigosas e com alta circulacdo de genes de resisténcia (Davin-Regli,
Lavigne e Pages, 2019). Em estudos relacionados ao seu genoma, foi encontrado o plasmideo
PEKFL23-IncX3 possuindo o gene blakec2 € 0 plasmideo pEkFL23-IncU/P6, possuindo 2
plasmideos com KPC. (R.G.G. Moreira, 2020).

Referente a cepa citada acima, ap0s a etapa de extracdo foi possivel observar um bom
rendimento no rastreamento de nanoparticulas cepa descrita no paragrafo anterior, tendo em
vista que para uma boa quantificacdo no NTA a concentracdo de particulas encontra-se numa
faixa de 108 por mililitro, a cepa em questdo apresentou concentragdo de 4,5x10 particulas por
mililitro antes da etapa de purificaco e 1.5x10*° apds ao processo, demonstrando o rendimento
como satisfatorio. Sua purificacdo se mostrou eficaz de forma confirmatdria nas microscopias
eletrbnicas, ao ser possivel observar a presenca de filamentos proteicos nas analises
preliminares que ficaram majoritariamente ausentes apds o tratamento indicando a eficacia do
iodixanol na separacdo dos conglomerados presentes na amostra, mesmo gque O processo em
questdo tenha ocasionado reducdo no rendimento. Na pesquisa dos genes de resisténcia
presentes no contedo intravesicular, apds o tratamento com DNAse para descartar qualquer
interferéncia exdgena, foi possivel verificar a presenca dos grupos de incompatibilidade
plasmidial IncU e IncX3 e a auséncia do gene blakpc-2, indicando que a etapa de PCR necessita
ser melhor explorada em relagdo as condigdes de andlise, padronizagdo dos controles e anélise
da sensibilidade do procedimento para investigacdo do gene em especifico, para investigar
potenciais mecanismos de entrega de genes de resisténcia aos antimicrobianos experimentos de

transformacdo seriam necessarios. A possibilidade é reforcada quando na literatura, uma
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espécie de mesmo género nominada como Enterobacter cloacae contendo o plasmideo
pLC291, teve suas VEs apontadas como perpetuadoras da resisténcia, 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 resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro, combinagdes
de inibidores de beta-lactamases, carbapenémicos, acido nalidixico, ciprofloxacina, amicacina,
gentamicina, trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol, fosfomicina, tetraciclina e
tigeciclina, mas permaneceu suscetivel a colistina (Campana et al, 2017).Dentro dos objetivos
deste trabalho, a cepa de Klebsiella pneumoniae FL-C262 demonstrou rendimento bastante
satisfatorio nas etapas de quantificacdo antes e ap0s o tratamento de purificacdo. A etapa de
microscopia eletrdnica de transmissao permitiu a visualizacdo das VEs em meio ao aglutinado
proteico na etapa de analise preliminar, demonstrando necessidade de tratamento posterior
(Figura 7).

Nas analises posteriores de microscopia eletronica, pode-se afirmar que o tratamento com
iodixanol foi eficaz para a retirada dos filamentos proteicos, abandonando bacteriéfagos que
nesta etapa puderam ser visualizados em sua mais variada morfologia e com interacdo direta
entre as estruturas de VEs. Partindo para a investigacao da presenca dos genes de resisténcia, a
etapa de tratamento com DNAse se mostrou eficaz ao indicar quantificagdo nula na amostra
apos o tratamento indicando que as VES a serem investigadas estavam ausentes de DNA
exogeno, porém a sensibilidade do kit deve ser levada em consideracdo para essa e demais
amostras, visto que as mesmas contam com um quantidade reduzida de DNA, provavelmente
intravesicular, sendo necessario o0 aumento da concentracdo das amostras para uma analise mais

esclarecedora e consistente. Dessa forma, o grupo de incompatibilidade plasmidial IncA/C teve
sua presenca negativa, porém o gene de resisténcia blandm-1 presente na cepa foi identificado

de forma posterior na fragdo vesicular tornando possivel o potencial perpetuador da resisténcia,
tal fato pode ser explicado pela ocorréncia do processo de empacotamento de material genético
de forma aleat6ria em vesiculas, portanto o gene pode estar presente mesmo sem a identificacdo
completa do plasmideo no Iimen vesicular, que por possuir tamanho reduzido pode agregar o
plasmideo de forma fragmentada ao ponto de ndo serem identificados pelos primers utilizados
na PCR. N&o se sabe ainda, se a aquisi¢do do gene ocorreu de forma proveniente da cepa de
origem ou por meio da interacdo com bacteriéfagos contendo o0s genes de resisténcia

circularizados, neste caso se faz necessaria uma investigacdo aprofundada. De acordo com a
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literatura, VEs de Klebsiella pneumoniae s&o uma forga motriz comprovada para a transferéncia
horizontal de genes in vitro (Dell’ Annunziata et al, 2021.). A interacdo de VEs de Klebsiella
pneumoniae e bacteriéfagos ainda néo foi descrita.

Escherichia coli também é uma das espécies abordadas neste estudo. A determinada espécie
é descrita como a responsavel por uma das causas mais comuns de infec¢Bes extra intestinais
em todo o mundo (Toval et al., 2014). A cepa especifica estudada € nomeada como uma E. coli
ST683/CC155 - JP24 portadora do gene mcr-1 presente nos replicons IncX4 (~33 kb) e Incl1/Iy
(~34 kb). Além disso, seu resistoma inclui genes que codificam para resisténcia as tetraciclinas,
trimetoprima, sulfonamida, aminoglicosideos, cloranfenicol, macrolideos, lincosamidas e
estreptogramina B, (Cordeiro-Moura et al, 2022). Nas analises deste estudo, a cepa E. coli
ST683/CC155 - JP24 quanto ao seu rendimento da concentracdo de VES se mostrou satisfatoria
e dentro dos parametros esperados para uma boa visualizagdo nos determinados equipamentos.
O rendimento apos as etapas de purificacdo foi reduzido, porém foi capaz de demonstrar bons
resultados. Suas microscopias eletronicas, demonstraram interacdo e presenca de diferentes
morfologias de bacteriofagos e VEs. A visualizacdo das determinadas estruturas foi nitida,
mostrando de forma objetiva o conteldo presente na amostra, onde bacteriéfagos fazem
comunicacgdo direta com a estrutura das VES. Ap0s o0 tratamento com proteinase as estruturas
fagicas se tornam escassas, indicando que o tratamento selecionado para a purificacdo da
amostra foi eficaz. Relacionando estes dados com o tratamento com iodixanol escolhido para a
cepa de Klebsiella pneumoniae FL-C262, € possivel estipular uma metodologia que deve ser
acompanhado de forma posterior com o tratamento enzimatico para a purificacdo de amostras
positivas para a presenca de bacteridéfagos, visto que o seu uso ndo seria suficiente para a
obtencdo de uma amostra com 0 maximo grau de purificacao.

Seguindo para as etapas posteriores, a pesquisa da presenca de genes intravesiculares ocorreu
apos as etapas de proteinase e DNAse que se mostraram eficazes em seu papel de purificacéo.
Dentro dos parametros avaliados, o grupo de incompatibilidade plasmidial IncX4 se mostrou
positivo quanto a sua presenca, diferentemente do Incll que possui resultado negativo. O gene
de resisténcia mcr-1 também esteve presente no interior vesicular da amostra investigada,
confirmando o empacotamento do material genético proveniente da célula-mée ou adquirida
através de interacdo com bacteriéfagos. Na literatura, uma pesquisa revelou que genes de
viruléncia cromossdmica associados a bacteriofagos foram detectados em vesiculas de
Escherichia coli 0157:H7 (Kolling, G. L., & Matthews, K. R. 1999). Onde ap06s o tratamento
com DNAse, o DNA foi protegido da digestao pela DNase, sugerindo que o DNA é empacotado
dentro de vesiculas (Kolling, G. L., & Matthews, K. R. 1999), mostrando que a aquisicdo dos
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genes de resisténcia de VESs pode ser mediada pela relagdo VE-bacteriéfago. A dltima cepa que
obteve foco no estudo foi a Citrobacter werkmanii IncQ - LB887. Poucos estudos relacionam
esta espécie a infeccBes humanas, porém alguns relatos descreveram-na como produtora de
carbapenemases, portanto carregando os genes que as codificam. O seu resistoma inclui genes
que codificam resisténcia a B-lactamicos, aminoglicosideos, cloranfenicol, fluoroquinolonas,
macrolideos, 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 analises mostraram rendimento satisfatorio na
concentracdo de vesiculas antes e apds as etapas de purificacdo. Nas microscopias eletronicas,
foi perceptivel a presenca dos filamentos proteicos no extraido preliminar e no extraido
vesicular posterior com pequena modificacdo na dispersdo da estrutura dos filamentos pela
amostra, o fato pode estar aliado a alta concentracdo do conteddo proteico que necessitaria de
mais uma etapa de purificacdo demonstrando eficacia parcial do procedimento realizado com o
iodixanol. Nas etapas de PCR, posteriores aos tratamentos eficazes com proteinase e DNase,
foi demonstrada a presenca dos grupos de incompatibilidade plasmidial IncQ1, IncA e IncR,
presentes na cepa, apesar da presenca do gene blakpc-2 ndo ter sido identificada repetindo o
padréo apresentado nas VEs da cepa de Enterobacter kobei FL23 onde a etapa de PCR necessita
ser melhor explorada em relacéo as condicfes de anlise, padronizacéo dos controles e analise
da sensibilidade do procedimento para investigacdo do gene em especifico.

Na literatura, vesiculas desta cepa em especifico ainda ndo foram descritas, sendo necessario
avaliar o seu papel no empacotamento e entrega do material genético encontrado. Na utilizacéo
do rastreamento de nanoparticulas (NTA -Nanoparticle Tracking Analysis), dentro de uma
concentracdo de 10® particulas por analise foi possivel confirmar a dimensdo majoritaria das
VEs extraidas 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 particulas a partir de 20 nm
(Filipe, V., Hawe, A. & Jiskoot, W., 2010), podendo entdo estar omitindo uma parcela das
populacdes vesiculares investigadas, demonstrando necessidade de maior estudo das fracGes
que ndo foram englobadas.

Considerando todos os resultados obtidos e o conhecimento da literatura acerca da
problematica pode-se dizer que: uso de amostras isoladas de agua do mar, sabidamente
resistentes por estudos prévios do laboratorio aponta a vesidugdo como um possivel mecanismo
negligenciado de propagacdo da resisténcia em meio aquatico. E importante ressaltar que é

possivel que o mecanismo descrito como vesiducdo pode ainda, realizar a entrega dos
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plasmideos contendo os determinados genes de resisténcia encontrados, de forma protegida,
direcionada, multipla e descontrolada em um meio que abrange o cenério global. Ainda néo
existem estudos ou medidas profilaticas capazes de contornar este cenario de propagacdo da
resisténcia apontando uma pauta de suma importancia e preocupacao para a populagcdo mundial

de maneira generalizada.

7. Concluséao

e O protocolo de extracdo de vesiculas adotado foi eficaz e com alto rendimento para as
cepas de bacilos gram-negativos estudados

e A metodologia de extracdo de meio solido apresentou filamentos proteicos como
contaminantes da fragdo vesicular em trés das quatro cepas estudadas.

e Os protocolos de purificacdo estudados mostraram-se eficazes, embora apenas
parcialmente para as cepas C262 e LB887.

e Comprovou-se a presenca dos grupos de incompatibilidade plasmidial e do gene
blandm-1 de resisténcia estudados inseridos nas VEs.

e Foi possivel visualizar a interacdo entre bacteriéfagos e vesiculas extracelulares nas
cepas JP24 e C262.
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