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Emanoela de Fatima Araujo Silva Santos?

Prof.Dr. José Augusto Adler Pereira®

RESUMO

Este trabalho analisa a presenca de genes associados a resisténcia ao telurito de potassio em
Enterobacterales isoladas do ambiente hospitalar, com foco na detecgdo de determinantes
genéticos vinculados a tolerdncia ao telurito e sua possivel relagdo com perfis de
multirresisténcia a antimicrobianos (a maioria das cepas foram resistente a cefalosporina de
terceira geragao e, também a gentamicina; marcadores bem importantes na virada do século
XX. O estudo parte da questao-problema: Enterobacterales presentes em ambiente hospitalar
carregam genes do cluster ter e determinantes relacionados capazes de favorecer resisténcia
ao telurito e, possivelmente, conferir vantagem adaptativa? Para responder a essa questéo,
foram avaliadas cepas previamente isoladas, submetidas a extragdo de DNA a amplificagédo por
PCR com primers especificos para os genes do cluster fer e genes tehAB, além da
determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) frente ao telurito de potassio. Os
resultados indicaram possivel variabilidade (fenotipica e genotipica) dos genes terB, terE e
terZ. Obtivemos indicagbes de amplificagdo destes em algumas cepas, enquanto outras
apresentaram produtos de amplificagdo para apenas tehA e tehB ou nao exibiram amplificagédo
génica, com tolerancia variavel ao telurito (CIM entre <1 pyg/mL e 128 pg/mL). A ocorréncia de
amplicons divergentes dos padrdes descritos para E.coli O157:H7 (enterohemorragica) sugere
homologia génica e plasticidade estrutural dentro do cluster ter. Conclui-se que as cepas de
Enterobacterales hospitalares estudadas que apresentam diversidade genética relacionada a
resisténcia ao telurito, reforgando a relevancia do monitoramento molecular e da compreensao
de mecanismos de resisténcia associados ao telurito (metais) e ao estresse oxidativo para a
vigilancia microbiolégica em ambientes clinicos.

Palavras-chave: Telurito. Resisténcia bacteriana. Enterobacterales. PCR.

Ambiente hospitalar.

!Graduando (a) do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO.
2Bidloga pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro — UERJ.
*Médico, Doutor em Ciéncias (Microbiologia) pela Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ.



ABSTRACT

This study analyzes the presence of genes associated with potassium tellurite resistance in
Enterobacterales isolated from a hospital environment, focusing on the detection of genetic
determinants linked to tellurite tolerance and their possible relationship with multidrug resistance
profiles. Most isolates showed resistance to third-generation cephalosporins and gentamicin, important
antimicrobial markers at the turn of the 20th century. The research question was: Do
hospital-associated Enterobacterales harbor genes from the fer cluster and related determinants
capable of conferring resistance to tellurite and possibly providing adaptive advantages? To answer
this, previously isolated strains were subjected to DNA extraction and PCR amplification using specific
primers for fer cluster genes and fehAB, in addition to determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) against potassium tellurite. The results indicated possible phenotypic and
genotypic variability in terB, terE, and terZ genes. Amplification of these genes was observed in some
strains, while others exhibited amplification only for tehA and tehB or showed no gene amplification,
with variable tellurite tolerance (MIC between <1 pg/mL and 128 ug/mL). The occurrence of
amplification products divergent from those described for enterohemorrhagic E. coli O157:H7 suggests
gene homology and structural plasticity within the ter cluster. It is concluded that the hospital
Enterobacterales strains studied exhibit genetic diversity related to tellurite resistance, reinforcing the
importance of molecular monitoring and the understanding of resistance mechanisms associated with
tellurite (metals) and oxidative stress for microbiological surveillance in clinical environments.

Keywords: Tellurite. Bacterial resistance. Enterobacterales. PCR. Hospital

environment.



1 INTRODUGCAO

O telurito de potassio (K:TeOs) € um sal do metaloide, cujos compostos
dividem-se em trés grupos: telurio inorganico, telurio contendo estruturas complexas
e organoteluritos (VAVROVA, S et al., 2021). Apesar desse elemento da tabela
periddica ndo ter sua composicdo contemplada por matéria animal, vegetal ou
mineral; e nem ter sido descoberta sua fungdo nos sistemas biologicos, ele é
encontrado em seres humanos, principalmente nos 0ssos, em niveis que excede
treze de dezesseis oligoelementos essenciais para humanos (SCHROEDER, et al.,
1967).

O enigma deste calcogénio tem como uma das questdes a ocorréncia de
resisténcia ao telurito, apesar deste apresentar baixas concentragdes na crosta
terrestre e alta em ambientes de extrema vida, tendo uma persisténcia na filogenia
da evolugdo com possiveis vantagens como protegdo em condigdes de estresse
oxidativo (PEREZ et al., 2007; CHASTEEN et al., 2009; PASSET; BRISSE, 2015;
FONSECA, 2021).

O telurio (Te) atua como oxidante (eletrofilico), atraindo elétrons e causando
lesdes celulares, especialmente quando em altas concentragbes (por exemplo, 20
Mg/mL) ser letal para bactérias sensiveis. A sua agao toxica ndo é somente direta,
mas depende dos compostos oxidantes derivados da sua redugdo, que geram
radicais que agravam o estresse oxidativo. A reducdo do telurio a telurio elementar
(de Te™ para Te® metalico) € um processo de redugcdo com ganho de elétrons, que
pressupde processos de oxidagcdo de outras moléculas celulares. A integridade da
membrana de bactérias e suas proteinas sao alvos primarios da oxidagdo, um dos
alvos importantes da agressao dos compostos oxidantes e do telurio (PATERSON,
D. L. et al., 2005; VALKOVA, DANKA, et al., 2007).

A aerobiose implica viver em um ambiente com oxigénio, que apesar de
necessario, produz compostos oxidantes perigosos como superoxido, peréxido e
radicais hidroxila. Esses compostos atacam componentes celulares essenciais:
membranas, proteinas, enzimas e principalmente o DNA, causando danos que
podem levar a mutagdes. Os compostos contendo grupos sulfidrila (-SH), que
possuem hidrogénio redutor, podem doar elétrons para neutralizar radicais livres, e
que representam um mecanismo protetor contra o estresse oxidativo. A reacao de
Fenton, que ocorre na presencga de ions ferro e perdxido de hidrogénio, gera radicais

hidroxila altamente reativos, que causam um estresse oxidativo severo as células. A



presenca de ferro é critica, por poder catalisar reacbes que aumentam a toxicidade
do peréxido de hidrogénio e ampliar os danos via radicais livres (MISHRA, S.;
IMLAY, J., 2012).

A carbonilacédo de proteinas € um efeito oxidante que pode ser promovida por
espécies reativas de oxigénio e levar atomos a formarem carbonila, cetonas ou
aldeidos. As cepas como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii nao sao resistentes, ao exibir mecanismos
que evitam a deplegado dos compostos redutores como a glutationa, e reagem com
estratégias que limitam a carbonilagdo. A resisténcia envolve a manutengdo ou
inducao de enzimas antioxidantes que retardam a acio dos radicais livres derivados
da atuacado do telurito, até que enzimas que restauram o equilibrio redox sejam
produzidas como as catalases e peroxidases (FUENTES et al., 2007; VALKOVA et
al., 2007; CHASTEEN et al., 2009; MISHRA; IMLAY, 2012).

As células, em geral, possuem enzimas como catalases e peroxidases que
degradam o peroxido de hidrogénio, o converte em agua e oxigénio e previne danos
maiores para combater o estresse oxidativo. O mecanismo de defesa antioxidante
pode envolver glutationa reduzida que interage com radicais livres para "abafar" a
fome de elétrons desses radicais, prevenindo danos celulares. Para isso, o NADPH
atua como coenzima reduzindo e regenerando a glutationa, uma molécula
antioxidante, o que a permite participar diretamente na neutralizagdo de radicais
livres (FUENTES et al., 2007; PEREZ et al., 2007; CHASTEEN et al., 2009).

As células ainda utilizam moléculas “chaperonas” que protegem proteinas e
outros compostos que contenham ferro para evitar que o ferro seja liberado e
promova a catalise de reacdes destrutivas. As enzimas catalases e peroxidases
compdem o conjunto enzimatico o qual é a chave na defesa celular que elimina o
peréxido de hidrogénio produzindo agua e oxigénio, limitando assim a geragéo de
radicais hidroxila prejudiciais. E o regulon OxyR controla a expressdo dessas
enzimas durante o estresse oxidativo em E.coli e Salmonella entérica, agindo para
proteger as células, prontamente, contra danos causados por peréxidos. Enzimas
moduladas pelo regulon OxyR ndo apenas degradam o perdxido, mas também
protegem a célula contra a reagcdo do peréxido com ferro, de modo a prevenir a
liberagdo de ferro livre e a consequente reacdo de Fenton que amplifica o dano
oxidativo (TAYLOR et al., 2002; FUENTES et al., 2007; CHASTEEN et al., 2009;
MISHRA; IMLAY, 2012).
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Figura 1 — Mecanismos propostos de toxicidade do telurito (TeOs:*) em
bactérias sob condigoes aerdbicas e anaerdbicas
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Legenda: Representagdo esquematica da entrada de TeOs* na célula bacteriana e dos principais
alvos intracelulares. A esquerda (condicdo aerdbica), o telurito promove formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), peroxidagdo de fosfolipidios de membrana, carbonilacdo e dano a
proteinas, alteragdo de PLP e dano ao DNA. No painel central, destacam-se processos intracelulares
como deplecdo de tidis, alteracdo da razdo NAD(P)H/NAD(P)’, dano em enzimas contendo centros
[Fe—S] e desequilibrios metabdlicos, indicando que o TeOs* atua como aceitador de elétrons sendo
reduzido a teldrio elementar (Te®), as custas da oxidagdo de componentes celulares, e se acumula
como granulos/nanoparticulas pretas dentro da célula. A direita (condigdo anaerdbica), observam-se
absorcao de telurito, alteragdes lipidicas de membrana, agregacédo de proteinas e alteragbes na
biossintese de aminoacidos; nessa condi¢do, a maior disponibilidade de equivalentes redutores
(NAD(P)H e tidis intracelulares) esta associada a uma reducdo mais eficiente do telurito a Te® e a
maior tolerancia bacteriana ao oxianion. Fonte: Adaptado de LURASCHI et al. (2025) — Int. J. Mol.
Sci., 26(15):7287.

Os bacilos Gram-negativos pertencentes as Enterobacterales sao
microorganismos amplamente distribuidos na natureza, sdo encontrados no solo, na
agua, em vegetais e, como indica o nome, na microbiota intestinal de humanos e
animais. Por conseguinte, podem ser incriminadas em varios tipos de doencgas
infecciosas e sendo isolados a partir de muitas amostras recebidas no laboratério de
bacteriologia clinica (KONEMAN et al., 2008). Essas bactérias entéricas

Gram-negativas podem possuir, quando multirresistentes a antimicrobianos,
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plasmideos de alto peso molecular. Esses plasmideos, entretanto, carream genes
codificando beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), carbapenemases e
fatores de viruléncia (p.ex., resisténcia ao telurito de potassio). Esses plasmideos
podem ser encontrados em cepas isoladas de amostras hospitalares, sendo,
comumente, transferiveis por conjugagdo bacteriana (KONEMAN et al., 2008). A
interagcdo de genes nos plasmideos e cromossomos pode ser facilitada por
elementos genéticos moéveis como as sequéncias de inserg¢ao (IS). Essa relagao
entre plasmideos, IS e genes de resisténcia a antibioticos pode se denominar como
um pilar da disseminagdo da resisténcia antimicrobiana (RAM) em bactérias,
promovendo a aceleracdo da evolucido bacteriana e ampliacdo de espectros de
resisténcias (TAYLOR et al., 2002; VALKOVA et al., 2007; PASSET; BRISSE, 2015;
ALVIM; COUTO; GAZZINELLI, 2019; BIANCA, 2021; FONSECA et al., 2022).

A pandemia de covid-19 contribuiu, globalmente, com a aceleragdo do
desenvolvimento da resisténcia, assim como alterou a dispersado e a prevaléncia da
distribuicdo de microrganismos multirresistentes (MDRs). Sobretudo, devido ao
aumento exponencial das internacbes hospitalares e ao uso abusivo de
antimicrobianos, conforme divulgado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2024).

No Brasil, a RAM é um problema de saude publica relevante, com aumento da
prevaléncia de MDR em Infec¢cbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (Iras)
(SAMPAIO; GALES, 2016; EUROPE PMC, 2016; WEINER-LASTINGER et al.,
2021). Foi detectado pela primeira vez no Brasil em um surto Acinetobacter
baumannii, resistente a carbapenémicos, produtor de OXA-23, no ano de 1999
(LIBERA MARIA DALLA-COSTA et al., 2003), dentro do qual a disseminacao de
ESBLs em E.coli e Klebsiella pneumoniae tornou cefalosporinas de 3° geragao
ineficazes pelo seu poder de hidrolisar a maioria das penicilinas e cefalosporinas.
Assim, o fato dos carbapenémicos terem uma estrutura quimica unica de anel
carbapenémico os torna menos suscetiveis a hidrolise por ESBLs, 0 que gerou um
USO necessario e excessivo de carbapenémicos o qual selecionou cepas produtoras
de carbapenemases e acelerou o0 surgimento de grupos resistentes a
carbapenémicos (PATERSON, D. L. et al., 2005).

Dentre as bactérias de importancia epidemiolégica que apresentam um
crescimento desenfreado em seu perfil, destacam-se o0s microorganismos
multirresistentes, como por exemplo, E.coli e Klebsiella pneumoniae. Nessas

bactérias MDRs, é de grande interesse avaliar nos plasmideos R, genes que
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codifique para a viruléncia bacteriana, inclusive, genes do cluster ter (PASSET,
BRISSE, 2015).

A questdo dos genes de resisténcia ao telurito de potassio € que estes se
constituem em reconhecidos determinantes de viruléncia bacteriana, detectados,
dentre outros microorganismos, Klebsiella pneumoniae e E.coli, que sado importantes
bactérias MDRs, agentes de infecgdes, particularmente hospitalares. Comumente, a
resisténcia a carbapenémicos e outros agentes antimicrobianos, relevantes na
terapéutica clinica, esta codificada em genes carreados por plasmideos transferiveis
por conjugacao bacteriana. Apesar de se dispor na literatura de varias pesquisas
sobre a resisténcia bacteriana ao telurito de potassio, no sentido de genes
especificos codificantes e de mecanismos de defesa antioxidante correspondentes,
enfrenta-se uma grave caréncia de informagao sobre a disseminagao desses genes,
em questdo, nos ambientes em geral, e no ambiente hospitalar, em particular. E
muito relevante avaliar a presenga desses genes do cluster fer em ambientes
hospitalares (TAYLOR et al., 2002; FUENTES et al., 2007; VALKOVA et al., 2007;
CHASTEEN et al., 2009; PASSET; BRISSE, 2015).

Este estudo teve objetivo analisar a presenga de genes reconhecidos como
codificantes de resisténcia ao telurito de potassio (TP) em Enterobacterales (primers
especificos para os genes do cluster ter ABCDEFW?Z) isoladas a partir de diferentes
amostras hospitalares. Para isso, foram investigadas a associagdao de genes de
resisténcia ao telurito de potassio a antimicrobianos, comparada a presenga de
genes do cluster ter em cepas com crescimento entre 1 e 128 yg/mL e avaliado nas

cepas a relagao entre diferentes genes do cluster ter com a presenca de /S26.

2 METODOLOGIA

Este estudo adotou um delineamento experimental, empregando abordagens
metodoldgicas quantitativas.

As cepas e os primers utilizados foram obtidos em um estudo prévio por
Fonseca et al. (2022).
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Quadro 1- Identificagao de cepas, perfil de resisténcia antimicrobiana,
presenca de 1S26 e sensibilidade ao TP

E15L5 [Alimen . cfi, amox,
c to E. coli RD S |[Neg oo I if -
042PR \rezes |E coli  |CTI Rlpos [ |. o+
B caz rif, clo
K. . amox,
002PR Fezes |pneumonia |CTI R |Pos cfi, | rif, clo, |+
B caz .
e ami
K.
13MB |MM pneumonia |Cozinha |- |[NT - - rif, cfi +
e
K. cfi,
94PR Fezes |pneumonia |CM S|Neg |caz, |- amox, 1+
A rif, ami
e ctx
E1L10 (AN £ ool |RD slpos | |. o 4
-to caz rif
E15L8 [Alimen E coli RD s |Pos cfi, ) gmox, N
B -to caz rif
. amox,
E cfi, fif, ami
92PR |Fezes j CM R[Neg |[caz, [nor ’ T+
aerogenes oix clo, tet,
’ nor

Fonte: Adaptado de Fonseca et al. (2022, p. 15).

Legenda: GEN: gentamicina, fendtipo de resisténcia e deteccdo de gene por PCR; ESBL:
beta-lactamase de espectro estendido, fenétipo de resisténcia e detecgdo de gene por PCR; CEF:
cefalosporina, QUINOLONAS: grupo de antibidticos quinolonas; OMRA: Outros Marcadores de
Resisténcia Antimicrobiana. CM: Clinica Médica; RD: Recipiente de Distribuicdo de Alimentos; CTI:
Centro de Terapia Intensiva; MM: Manipulador de Alimentos. S: sensivel; R: resistente: NT: nao
testado; -: resultado negativo; +: resultado positivo. Abreviagdes de antibidticos: cfl = cefalotina; cfo =
cefotaxima; caz = ceftazidima; ctx = ceftriaxona; amox = amoxicilina; rif = rifampicina; clo =
cloranfenicol; ami = amicacina; tet = tetraciclina; nor = norfloxacina.

Coleta e preparagao das cepas — cepas de diversas origens foram coletadas
em multiplas unidades do Hospital Universitario Pedro Ernesto e armazenadas a
-20°C. Para analise, as cepas foram descongeladas, inoculadas em caldo nutriente
para crescimento bacteriano e incubadas a 37°C por 17-24 horas. Apds crescimento

inicial, as culturas foram semeadas em Agar Mueller-Hinton para verificacdo de
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pureza e reincubadas nas mesmas condigcdes. Posteriormente, entdo, foram
selecionadas 3-4 colbnias isoladas, as quais foram suspensas em 300 uL de agua
ultrapura.

Extragcdao de DNA - realizada por lise térmica, em um microtubo contendo
300 pl e agua mili Q estéril, foi adicionada uma concentragdo espessa da cepa da
qual foi feita uma suspenséo que foi submetida a fervura (100°C), em banho-maria,
por 10 minutos, e em seguida, colocada no freezer por 10 minutos, a fim de realizar
o choque térmico para a extragdo do DNA. Apds, os tubos foram centrifugados a
14000 rpm por 2 minutos na centrifuga Eppendorf® (modelo 5415C), a fim de
permitir o depdsito dos restos celulares. O sobrenadante obtido na centrifugacgéo,
contendo o DNA, denominado extrato, foi utilizado na PCR e, posteriormente,
congelado (-20°C).

Quadro 2 - Dados informativos dos primers a serem utilizados o ensaio de PCR

terA1 (forward) TAT CGT TTC AGC GGT 1228
TAT TC

terA2 (reverse) TGG CGG GTC AGT TCG —
TCAC

terB1 (forward) AGG CCG TGA CGA ACT 286
GAC C

terB2 (reverse) TCG CAA CGG CAATAC —
CAACACG

terC1 (forward) TCC TGG CGC TGA AAG 1240
AT

terC2 (reverse) GAA ACA CTC ATA AAA —
TAA CCT CTT

terD1 (forward) AGT AAA GCA GCT CCG 396
TCA AT

terD2 (reverse) CCG AAC AGC ATG GCA —
GTICT

terE1 (forward) TAA AAG GCG GCA ACG 353
TAT CTC TGA

terE2 (reverse) CCG TCC CGT TGT CGT —
TGT TGT AA

terF1 (forward) TTA CAA TCC GGA CAA 244
AAC A

terF2 (reverse) CAATGA CAACGG TGA —
TCG

terW1 (forward) TTC TCT ACC GCT TCA 214
CTT

ter'W2 (reverse) TCA AAT ACA GCA AGG —
CAG
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terZ1 (forward) GAC GGT ATC ACT CAG 416
CAA AGA ATC

terZ2 (reverse) TAC GGC GCA GCG AAG —
AAATAAC

ter-island (forward) GAC AAA CTC TCC GGG 356
ATA ACT CA

ter-island (reverse) TGC GGG TGC TGG TGT —
GGG ATA A

tehA (forward) GGATTATGGCGCGGATCTC | —
A

tehA (reverse) GCCGAACGAGAAACTCCA |[—
GA

tehB (forward) AAACCGGGTAAAACGCTG |—
GA

tehB (reverse) CGGGGATGGTTTTAGCCT |[—
CA

Fonte: Adaptado de Taylor et al. (2002) e relatério técnico Extend Biotecnologia Ltda. (Pedido
P-2019-06-14-05).

Amplificacao por PCR - as reac¢des de PCR foram realizadas utilizando-se o
kit Invitrogen DNA Polymerase, seguindo o protocolo do fabricante. As misturas
reacionais com volume final de 25 pL contém: Primers direto e reverso
(concentracdes especificadas), 2 yL de DNA molde, 1,5 mM de MgClI2, 0,5 mM de
mistura de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 5,0 uyL de Tampao de PCR [Tris HCL
pH 8,4 (20nM) e KCL (50nM)], 0,25 uL de Taq DNA polimerase (U/ uL ) e 15,25 uLde
aguamili Q.

Eletroforese em Gel de Agarose - O gel a 1% foi preparado pela dissolugao
de 1 g de agarose em 100 mL de tampé&o tris-borato-EDTA (TBE), com aquecimento
em micro-ondas. Apods resfriamento a ~60°C, foram adicionados 4 uL do corante
SYBR Safe DNA (Invitrogen), seguido de homogeneizagao. A solugéao foi vertida em
cuba de eletroforese com pentes para a moldagem de pogos e deixada para o
endurecimento por 30 minutos, protegida da luz.

A corrida eletroforética foi realizada a 100 V por 60 minutos, utilizando ladder
de 100 pb - Invitrogen como padrao de pesos moleculares. Os fragmentos de DNA
foram visualizados sob luz UV no sistema de documentacdo UVP DigiDoc-It®
(Ultra-Violet Products), com registro das imagens realizado por camera Canon
Powershot G10.

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) - foi realizada por meio de ensaio em
placas contendo meio Mueller-Hinton sodlido suplementado com concentragbes

crescentes do composto. Para isso, foram preparadas placas contendo gradiente de
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1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 pg/mL de telurito de potassio. As cepas de
Enterobacterales isoladas do ambiente hospitalar foram previamente reativadas e
preparadas suspensdes em salina fisioldgica, padronizadas de acordo com a
turbidez equivalente ao padrado 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, aliquotas
da suspensao bacteriana foram semeadas em formato spot na superficie de cada
placa contendo as diferentes concentragbes do agente quimico. As placas foram
incubadas a 35°C por 24 horas. Apos o periodo de incubagao, realizou-se avaliagao
visual do crescimento bacteriano, definindo-se a CIM como a menor concentragao

de telurito capaz de inibir completamente a formacao de colbnias visiveis.

3 RESULTADOS

Quadro 3 - Detecgao molecular do gene de resisténcia ao telurito em isolados
bacterianos

E15L 042PR 002PR 13M 94PR E1L1 E15L8 §092PR

5C B B B A 0 B
E.col E.coli K. K. K. E.coli K. E.aero
i pneu- pneu pneu- pneu-  genes
moniae -mo | monia monia
niae | e e
S R R S R R R R
- + + - - + - -
+ - + - - + - -
- - +/+” +/+” - - “+7
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Legenda: +: gene de resisténcia detectado por PCR; -: gene de resisténcia ndo detectado por PCR;
R: resistente e S: sensivel e "+": produto na condigédo térmica de amplificagdo 1, cef: cefalosporina e

caz: ceftazidima.

Figura 2 - Determinagao da CIM ao telurito em enterobactérias de ambiente
hospitalar.

Legenda: Crescimento bacteriano avaliado em placas de Mueller-Hinton suplementadas com
concentragdes crescentes de telurito (1-128 pg/mL), observando-se o ponto de inibigao total para
determinagéo da CIM. Na imagem A com cepa de K.pneumoniae (7) e E.coli K12 (8) e na imagem B
com cepas de Staphylococcus Aureus (10 e 11) usadas como controle. Fonte: Prépria do autor.

A avaliagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) frente ao telurito de
potassio evidenciou ampla variagdo entre as cepas analisadas. As amostras de
Escherichia coli (E15L5C, 042PRB e E1L10) apresentaram CIM < 1 ug/mL,
indicando elevada sensibilidade ao composto. Entre as cepas de Klebsiella

pneumoniae, observou-se comportamento heterogéneo: a amostra 002PRB
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apresentou CIM = 128 pg/mL, caracterizando resisténcia elevada; a 13MB exibiu
CIM = 16 pg/mL, indicando resisténcia intermediaria; e a 94PRA apresentou CIM = 8
pMg/mL, compativel com resisténcia moderada. A cepa 092PR de Enterobacter
aerogenes demonstrou CIM = 2 yg/mL, enquanto a amostra K. pneumoniae E15L8B
demonstrou igual a 8 pg/mL. Esses resultados demonstram um gradiente de
susceptibilidade ao telurito, com predomindncia de cepas resistentes entre os
isolados de Klebsiella e Enterobacter.

Obteve-se apresentacdo de sensibilidade pela cepa E.coli E15L5C, com
crescimento mesmo em baixas concentragdes. A E.coli 042PRB também se
apresentou sensivel, mesmo com a resisténcia fenotipica a cefalosporina de terceira
geracao. E a E.coli E1L10 foi fenotipicamente resistente ao telurito em muito baixas
concentragoes.

A K.pneumoniae 002PRB apresentou crescimento apenas nas concentracoes
mais elevadas (placas escuras nas imagens), com crescimento reduzidos em 4-8
Mg/mL e crescimento quase total em 64-128 ug/mL. Enquanto a K.pneumoniae
94PRA apresentou inibicdes de até 8 ug/mL. Ja a K.pneumoniae 13MB exibiu uma
resisténcia intermediaria com uma inibicdo até cerca de 16 pg/mL e crescimento a
partir desse valor.

Todas as cepas — menos uma (K.pneumoniae 13MB) — apresentaram
resisténcia a pelo menos uma cefalosporina de terceira geragao (ceftazidima,

ceftaxima e/ou ceftriaxona).

Inicialmente, todos os primers foram analisados em condi¢cdes térmicas de
PCR que permitiram produtos de amplificagdo para o tehA e tehB com E.coli K12 a
qual foi usada como controle. Nessas condicdes foram obtidos produtos de
amplificacdo do o tehA e tehB para as cepas de E.coli E1L10 e de K.pneumoniae
002PRB, para além dessas cepas, o tehA teve amplicon detectado em mais uma
cepa de E.coli (042PRB), e o tehB teve amplicon em mais uma cepa de
K.pneumoniae (002PRB).

Nessas condi¢des iniciais de amplificacdo, dos nove primers do cluster ter,
apenas um deles apresentou produto de amplificagao: o terB, com amplicon obtido
em duas cepas de K.pneumoniae (002PRB e 13MB) e uma E.aerogenes (092PR),

como mostrado no quadro 3.
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As condi¢des descritas por Taylor et.al, 2002 para os primers do cluster ter
(em E.coli O157:H7) foram testadas, permitindo amplificacdo dos primers para terB,
em duas cepas de K.pneumoniae (002PRB e 13MB), e o produto de amplificagao
obtido pelo mesmo primer para terB nao foi obtido para a cepa E.aerogenes (92PR).
Por outro lado, os primers terE e terZ tiveram amplicons detectados para cepa
092PR, mostrado no quadro 3. Destaca-se o encontro de produtos de amplificacao

diferentes dos previstos por Taylor et al, 2002 para linhagens de E. coli O157:H7.

Dado a deteccao de produtos de amplificagéo, foi possivel avaliar quais genes
associados a resisténcia ao telurito estdo presentes em cada cepa, correlacionando
a presengca dos amplicons obtidos pelos primers a oito niveis de tolerédncia ao
telurito. Por exemplo, o tehA e tehB, exclusivos — isso €, sem nenhum produto de
amplificagdo obtido por outro primer - sendo encontrados em niveis mais baixos de
concentragao inibitéria minima (CIM) de telurito, enquanto o ter em niveis superiores
de CIM.

4 DISCUSSAO

O achado de produtos de amplificacdo diferentes daqueles encontrados e
previstos por Taylor et al., 2002, para E. coli enterohemorragica O157:H7, sugere
homologia de genes que podem indicar a variabilidade gendmica descrita para ilhas
e operons de telurito (NGUYEN et al., 2021), como ocorreu com o amplicon para o
primer do terB, obtidos em trés cepas diferentes (K.pneumoniae 002PRB,
K.pneumoniae 13MB e E.aerogenes 092PR) com produtos de amplificagao
co-migrando no gel de eletroforese.

A deteccdo de produtos de amplificacdo obtidos a partir dos primers
direcionados aos genes do cluster ter (tellurite resistance), o terB (nas K.
pneumoniae 002PRB e 13MB) e os terE e terZ (em E. aerogenes 092PR), sugere a
presenca de regides homodlogas conservadas entre E. coli, K. pneumoniae e E.
aerogenes — ainda que tenha ocorrido produto de amplificagao, para a cepa 092PR,
na condigdo 1 que né&o foi obtido na condi¢cdo 2 (TAYLOR et al., 2002; PASSET &
BRISSE, 2015). Essa possivel homologia € compativel com uma origem evolutiva
comum de genes associados a resisténcia ao TP, preservando fungdes equivalentes
mesmo quando inseridos em contextos gendmicos distintos, como plasmideos
conjugativos e ilhas genéticas (TAYLOR et al., 2002; PASSET & BRISSE, 2015).
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A indicacao da presenca pelos primers para terB e terkE relaciona-se com a
exigéncia funcional do bloco ter-B—C—D-E para a resisténcia ao telurito de potassio
(TAYLOR et al., 2002). A detecgcao de terB e, em outro isolado, de terE, é
consistente com a literatura, que descreve o nucleo funcional da resisténcia ao
telurito como compativel com a presenca de um operon ter completo ou
parcialmente preservado (NGUYEN et al., 2021). Essa interpretacao € reforgada
pelo papel regulatério descrito para terW sobre o médulo terZABCDE
(VALKOVICOKA et al., 2011). Tal leitura também é coerente com evidéncias de
diversificagdo funcional entre os genes do operon (LAKSHMINARAYAN, 2012;
PASSET & BRISSE, 2015), o que ajuda a explicar variagbes na detecgao de
amplicons entre diferentes alvos e protocolos — como observado, por exemplo,
quando na condi¢do 1 o primer para terB obteve amplicon na cepa E. aerogenes
(092PR), mas n&o na condi¢ao 2 de amplificagéo.

A presenca de amplicon para terZ sugere a deteccdo de um segmento
regulatério do operon, cuja expressdo € modulada por terW. Ambos os genes tém
sido associados a resposta bacteriana a diferentes formas de estresse, incluindo a
exposicao a metais e oxidantes, podendo também participar de mecanismos de
defesa mais amplos, como em situagdes de infeccdo por fagos (VALKOVICOVA et
al., 2011; PASSET & BRISSE, 2015; NGUYEN et al., 2021).

Em E. coli produtora de toxina Shiga e em O-islands de O157:H7, a
variabilidade de fungdes dos genes do cluster ter Z-ABCDE, ja foi documentada com
implicagdes em multiplas respostas a situagdes de estresse bacteriano, além do
determinado pelo telurito. Assim como, o terA e terF (produtos de amplificagdo nao
obtidos nesse estudo), de fato, dado a literatura por Taylor et al. (2002), ndo sao
genes necessarios para a expressao de resisténcia ao telurito.

A relagado entre resisténcia ao telurito e resisténcia ao estresse oxidativo que
contribuem, respectivamente, com detoxificagcdo de metais e resisténcia a ataque
oxidativo intrafagocitario, € um eixo explicativo plausivel para a selecido desses
determinantes em contextos clinicos, dada a toxicidade do telurito e as respostas
bacterianas associadas (incluindo vias ligadas a cisteina redutoras que regeneram
tiois [-SH] oxidados e mecanismos de enzimas “scavenging” [removedoras] de
espécies reativas de oxigénio [EROs], como catalases), (CHASTEEN et al., 2009;
MISHRA & IMLAY, 2012).
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O aparecimento de bandas que comigram na eletroforese quando se
empregam oS mesmos primers, como obtidos pelos primers para terB e quando se
empregam primers diferentes, como obtidos pelos primers para terE e terZ que
apresentaram pesos moleculares similares na cepa E.aerogenes (092PR), reforga a
hipotese que as regides amplificadas foram mobilizadas conjuntamente em sua
trajetéria evolutiva e sdo homodlogas em estrutura (KORMUTKOVA et al., 2000;
TAYLOR et al., 2002). E plausivel que esses produtos de amplificacéo para o primer
terB representam regides do cluster ter transferidas horizontalmente entre espécies,
via plasmideos — elementos frequentemente implicados na disseminagao
simultdnea de resisténcia a antimicrobianos e viruléncia, em ambientes hospitalares
(PASSET & BRISSE, 2015), e, de fato, cepas estudadas contém plasmideos de alto
e baixo pesos moleculares (FONSECA et al., 2022), podendo corresponder a um
mecanismo adaptativo em que genes originalmente ligados a tolerancia a metais
pesados passaram a integrar a genes determinantes de resisténcia ao telurito,
favorecendo a sobrevivéncia em ambientes hostis de condi¢cdes adversas de vida
bacteriana como nas unidades de saude (TAYLOR et al., 2002; PASSET & BRISSE,
2015).

No contexto da manutencdo de regides homédlogas do cluster ter, entre as
espécies avaliadas, indica que tais genes contribuem para resisténcia oxidativa -
fator de viruléncia, exemplificados por persisténcia em biofilmes (TAYLOR et al.,
2002; PASSET & BRISSE, 2015).

No plano comparativo entre espécies/linhagens, os achados neste estudo se
harmonizam com evidéncias de que submoédulos (parte menor dentro de um
conjunto funcional e/ou genético coerente dentro de um cluster) do operon podem
circular em plasmideos e expressar niveis de resisténcia ao TP conforme o tipo de
operon (cromossdmico versus plasmidial, IncHI2), como descrito em E. coli (tipos
1-3: 64-128 ug/mL; tipo 4: niveis significativamente menores), (NGUYEN et al.,
2021).

Em K. pneumoniae, a associagdo entre o cluster ter (incluindo terW) e
hiperviruléncia, foi reportada, com prevaléncias e faixas de CIM ao TP mais
elevadas em hvKp (K.pneumoniae hipervirulenta) do que em K. pneumoniae
classica, sustentando a nocdo de que modulos fter podem integrar genes
determinantes para hiperviruléncia bacteriana em ambientes hospitalares e
comunitarios (PASSET& BRISSE, 2015).
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Dessa forma, os resultados com os primers testados indicam que genes do
cluster ter operam como marcadores moleculares de resisténcia ao telurito
(viruléncia) e a antimicrobianos (todas as cepas — exceto uma cepa — apresentaram
resisténcia a pelo menos uma cefalosporina de terceira geragdo (ceftazidima,
ceftaxima, e/ou ceftriaxona e a resisténcia a gentamicina foi variavel), associadas
em cepas hospitalares de enterobactérias (PASSET & BRISSE, 2015). A
positividade com produtos de amplificacdo para primer do terB (em K. pneumoniae
002PRB, 13MB e E.aerogenes 092PR) e de terk e terZ (em E. aerogenes 092PR) é
compativel com plasticidade genémica e com transferéncia horizontal, enquanto a
auséncia de amplificacdo dos demais genes como terC e terD pode refletir
rearranjos, delegcdes ou divergéncia alélica nos sitios de ligacao dos primers,
interferindo no anelamento (KORMUTKOVA et al., 2000) para condi¢gdes mais
adequadas de amplificagdo. Em termos clinicos, a presenga de moédulos do cluster
ter pode contribuir para a persisténcia de vida bacteriana em ambiente hospitalar,
devido a resisténcia ao estresse oxidativo.

Os valores de CIM observados reforcam a presenca de diferentes niveis de
resisténcia entre as espécies analisadas, sugerindo mecanismos genéticos e
fisiologicos distintos de tolerancia ao telurito. O crescimento apresentado pela cepa
E.coli E15L5C, em baixas concentragdes, juntamente da auséncia de amplificagao
dos genes terB, terE e terZ, reforca a falta de determinantes de resisténcia,
indicando alta susceptibilidade ao telurito e auséncia de gene de resisténcia
detectavel pelo PCR convencional. A cepa E.coli 042PRB apresentou
comportamento sensivel semelhante, apesar da resisténcia fenotipica a
cefalosporina de terceira geracao, e por nao apresentar determinantes ter, sugere
mecanismos de resisténcia n&o relacionados ao telurito. E com amplificagao de tehA
e tehB, mas sem genes ter, o perfil da E.coli E1L10 é instigante por se caracterizar
como fenotipicamente resistente ao telurito em baixissimas concentragdes. Isso
pode indicar presencga de sistema tehAB parcialmente funcional, conferindo alguma
tolerancia, porém nao o suficiente para ultrapassar 1 pg/mL.

O perfil genético (terB positivo) é compativel com resisténcia alta ao telurito,
sugerindo operon funcional ou parcialmente funcional e a cepa K.pneumoniae
002PRB ilustra bem o fendtipo classico de resisténcia plasmidial mediada pelo
cluster fer. O crescimento da K.pneumoniae 94PRA até 8 yg/mL sem deteccao de

genes ter sugere mecanismo alternativo de tolerancia, possivelmente associado a



23

membrana. E o resultado da K.pneumoniae 13MB a coloca no meio dessas com
uma resisténcia intermediaria que se explica com a detecg¢ao do ferB, em apenas
uma das condi¢cdes térmicas de amplificagcao, tem se a indicagao de variabilidade de
expressao ou regido homologa divergente.

Cepas de E. coli com CIM < 1 pg/mL mostraram auséncia de resisténcia
efetiva, condizente com a falta de genes ter no gendtipo, enquanto as amostras de
K. pneumoniae e E.aerogenes exibiram valores superiores (2 — 128 pug/mL),
compativeis com resisténcia plasmidial mediada por determinantes ter. O
comportamento intermediario das cepas 13MB e 94PRA indica a possibilidade de
operons incompletos ou divergentes, refletindo variagao funcional entre submddulos
do cluster ter. Ja a auséncia de inibigao na cepa E15L8B aponta para mecanismos
alternativos de toleréncia, possivelmente relacionados a impermeabilidade da
membrana ou bombas de efluxo. Assim, a variacdo nas CIMs obtidas ilustra a
heterogeneidade dos determinantes de resisténcia entre enterobactérias ambientais
e hospitalares, destacando a importadncia de integrar dados moleculares e
fenotipicos na avaliagéo da resisténcia ao telurito.

Em linha com o exposto acima, a literatura protedmica por Aradska et al.,
2013, mostra expressao predominante de ter-B—-C-D-E em cepas de E.coli BL21
resistentes a telurito de potassio independentemente da exposigdo ao oxianion, o
que sugere “prontidao” funcional (atividade constitutiva do cluster ter), quando o
operon esta presente, ainda que n&do com todos o0s genes reconhecidos até o
momento. A toxicidade intrinseca do TP e seus efeitos celulares, por sua vez, tem
base mecanistica consolidada e ajudam a explicar a possivel vantagem adaptativa
de carregar um bloco ter funcional em ambientes hostis, como hospitais
(CHASTEEN et al., 2009; MISHRA & IMLAY, 2012).

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram variabilidade genotipica e fenotipica
entre as cepas avaliadas, evidenciando que a resisténcia ao telurito ndo € uniforme
entre os isolados e pode estar associada tanto a presenga de genes especificos do
cluster ter como a, possivelmente, a outros mecanismos bacterianos de adaptacéo,
como modulagcdo de membrana e respostas antioxidantes.

Observou-se deteccdo dos genes terB, terE e terZ (em constituicdes que

consideramos possiveis formas variantes, homologas destes) em algumas cepas. A
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presenca de tehA e tehB em determinadas amostras, associada a baixa tolerancia
ao composto, indicou também que sistemas alternativos podem conferir resisténcia
parcial, enquanto cepas sem detecgcdo génica apresentaram elevada sensibilidade
ao agente, sugerindo a presenga de genes ainda n&o caracterizados para os
fendtipos observados.

Os achados, portanto, corroboram a plasticidade genémica de
Enterobacterales em ambientes hospitalares e reforcam a importancia da vigilancia
molecular como ferramenta para caracterizagdo da resisténcia microbiana. Além
disso, ressaltam o potencial papel do telurito como marcador de viruléncia e
adaptabilidade bacteriana, considerando sua relagdo com mecanismos de estresse
oxidativo e plasmideos associados a multirresisténcia a antimicrobianos. A
multirresisténcia esta, frequentemente, associada a resisténcia a cefalosporinas de
32 geracao, comumente, codificada em genes plasmidiais.

Apesar dos resultados relevantes, o estudo, pelo seu carater exploratério,
apresenta limitagbes, como a do numero reduzido de amostras e da auséncia de
sequenciamento dos produtos de amplificacdo para confirmacao especificidades das
regides amplificadas. Assim, consideramos importante a futura realizagdo de
analises complementares, abrangendo um maior numero de isolados, técnicas de
sequenciamento e estudos funcionais, a fim de elucidar com maior preciséo a
dindmica evolutiva desses genes e sua contribuicdo para a resisténcia bacteriana a
estresses oxidativos (de forma especial, a resisténcia a morte intrafagocitaria), em
ambientes clinicos.

Em sintese, os dados obtidos fortalecem a compreensao sobre a codificagao
genética da resisténcia ao telurito em enterobactérias hospitalares e contribuem para
0 avango do conhecimento sobre mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia
antimicrobiana, reforgando a necessidade de monitoramento constante e estratégias

integradas de prevencgao e controle de agentes de infecgao.
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