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Resumo: A família Enterobac-

teriaceae é um dos principais 

grupos de agentes infecciosos 

que apresenta mecanismos de 

resistência aos antimicrobianos, 

incluindo os de amplo espectro 

como os beta-lactâmicos car-

bapenêmicos. Foi relatado em es-

tudos anteriores a possibilidade 

do estresse oxidativo, o que sig-

nifi ca o desequilíbrio entre o de-

safi o oxidativo e a capacidade de 

defesa antioxidante do organis-

mo, estar alinhado a resistência 
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aos antimicrobianos. O organis-

mo possui um complexo sistema 

de proteção antioxidante, como 

mecanismo de defesa contra os 

radicais livres, que são formados 

constantemente no metabolismo 

celular normal e em vários even-

tos patogênicos e, quando em 

excesso, podem ocasionar a oxi-

dação de moléculas biológicas. 

Os radicais livres cujo elétron 

desemparelhado encontra-se cen-

trado de átomos de oxigênio ou 

nitrogênio são denominados de 

EROs (espécies reativas de oxigê-

nio e ERNs (espécies reativas de 

nitrogênio) que podem ser origi-

nadas a partir de agentes oxidan-

tes exógenos como a menadiona. 

Esta quinona aumenta nas célu-

las os níveis de EROs induzindo 

a produção de superóxido (SOD) 

e peróxido de hidrogênio (H2O2) 

o que pode causar morte celular. 

Entretanto, as bactérias possuem 

vários mecanismos de defesa 

contra EROs que desempenham 

um importante papel na manu-

tenção de fi siologia. As bactérias 

respondem ao estresse oxidativo 

com expressão coordenada por 

múltiplos genes. Em particular, 

os regulons SoxRS de Escheri-

chia coli que são compostos por 

genes que são codifi cados por 

produtos que provém resistência 

ao estresse para superóxido. Nes-

te trabalho avaliaremos em ce-

pas de E.coli selvagem AB1157, 

mutante defi ciente em reparo por 

Excisão de Base (BER) e amos-

tras isoladas de material clínico 

a possível resistência aos antimi-

crobianos e a menadiona. 

Palavra-chave: enterobactéria, 

estresse oxidativo, genes 

Abstract: The Enterobacteria-

ceae family is one of the main 

groups of infectious agents that 

presents mechanisms of resistan-
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ce to antimicrobials, including 

broad-spectrum ones such as car-

bapenem beta-lactams. Previous 

studies have reported the possi-

bility that oxidative stress, which 

means the imbalance between the 

oxidative challenge and the bo-

dy’s antioxidant defense capacity, 

is aligned with antimicrobial re-

sistance. The body has a complex 

system of antioxidant protection, 

as a defense mechanism against 

free radicals, which are cons-

tantly formed in normal cellular 

metabolism and in various patho-

genic events and, when in excess, 

can cause the oxidation of bio-

logical molecules. Free radicals 

whose unpaired electron is cente-

red on oxygen or nitrogen atoms 

are called ROS (reactive oxygen 

species and ERNs (reactive ni-

trogen species) that can originate 

from exogenous oxidizing agents 

such as menadione. This quino-

ne increases in cells the levels 

of ROS inducing the production 

of superoxide (SOD) and hydro-

gen peroxide (H2O2) which can 

cause cell death.However, bac-

teria have several defense me-

chanisms against ROS that play 

an important role in maintaining 

physiology. bacteria respond to 

oxidative stress with expression 

coordinated by multiple genes. In 

particular, the SoxRS regulons of 

Escherichia coli which are com-

posed of genes that are encoded 

by products that provide resistan-

ce to stress to superoxide. In this 

work we will evaluate in strains 

of wild E.coli AB1157 , Base 

Excision Repair (BER) defi cient 

mutant, and samples isolated 

from clinical material to possible 

resistance to antimicrobials and 

menadione.

Keyword: enterobacteria, oxida-

tive stress, genes
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INTRODUÇÃO

A resistência bacteria-

na é um crescente e preocupan-

te problema mundial de Saúde 

Pública, particularmente no am-

biente hospitalar e, sobretudo, 

entre pacientes com fatores de 

risco para infecção ou coloniza-

ção por cepas multirresistentes 

(OLIVEIRA, 2011; FERREIRA, 

2018). Segundo Blair e colabora-

dores (2015) esta resistência pode 

ser classifi cada como intrínse-

ca ou natural e adquirida, a pri-

meira citada são certas espécies 

de bactérias que podem resistir 

à ação de um determinado anti-

microbiano como resultado de 

uma característica estrutural ou 

funcional. Também relacionado 

a esta resistência sabe-se que a 

aquisição de material genético 

exógeno anteriormente presente 

em outros microrganismos que 

contenham genes de resistência 

que podem ser transferidos gene-

ticamente (PAIXÃO; CASTRO, 

2016). 

De acordo com o Cli-

nical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2020), a resistên-

cia aos antimicrobianos é um fe-

nômeno relacionado à formação 

de cepas de microrganismos que 

são capazes de se multiplicar na 

presença de elevada concentra-

ção antimicrobiana. A família 

Enterobacteriaceae é um impor-

tante grupo bacteriano e um dos 

grupos de bactérias mais impor-

tantes em infecções humanas (e 

em outros animais) relacionadas 

à disseminação de genes de resis-

tência a antimicrobianos (PICOZ-

ZI et al., 2012; AGUILAR,2013). 

Os constituintes desta família de 

enterobactérias possuem impor-

tantes mecanismos de resistên-

cia aos antimicrobianos como 

aqueles codifi cados por genes 

transferidos em eventos como 
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conjugação, transdução e trans-

formação bacteriana. (FRACA-

ROLLI, 2017). Sabe-se que as 

bactérias possuem um grande 

potencial para a aquisição de re-

sistência a antimicrobianos seja 

por meio de mutações bem como 

por mecanismos de transferência 

horizontal de genes. (FLANNA-

GAN; COSÍO; GRINSTEIN, 

2009). Durante o crescimento 

exponencial e fase estacionária, 

ocorrendo o estresse oxidati-

vo,este pode ser evitado devido 

à constante atividade de sistemas 

antioxidantes de defesa celular 

organizados como regulons, ou 

grupos de genes controlados pela 

mesma transcrição regulador de 

cada espécie (GARCIA,2016). A 

oxidação é parte fundamental da 

vida aeróbica e do metabolismo 

celular, produzindo radicais li-

vres de forma natural ou por uma 

disfunção biológica (OLIVEI-

RA; SCHOFFEN, 2010). Esses 

radicais livres possuem o elétron 

desemparelhado localizados no 

centro dos átomos de oxigênio ou 

nitrogênio são denominados ERO 

(espécies reativas de oxigênio) e 

ERN (espécie reativa de nitrogê-

nio). A produção de ERO e/ou es-

pécies ERN são parte integrante 

da homeostase do metabolismo e, 

portanto, observada em diversos 

processos fi siológicos (NOGUTI 

et al.,2013). Porém, a produção 

excessiva desses oxidantes pode 

resultar em estresse oxidativo, ou 

seja, em um desequilíbrio entre 

processos pró e antioxidantes. 

A produção de ERO e/ou espé-

cies ERN são parte integrante da 

homeostase do metabolismo e, 

portanto, observada em diversos 

processos fi siológicos (GUARA-

TINI, 2007). 

Em condições fi sioló-

gicas do metabolismo celular 

aeróbio, o O2 sofre redução te-

travalente aceitando até quatro 
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elétrons, resultando na formação 

de 2 H2O. Durante esse processo, 

podem ser formados intermediá-

rios reativos, como radical ânion 

superóxido (O2-), radical hidro-

xila (OH) e peróxido de hidro-

gênio (H2O2). Outras espécies 

reativas formadas durante os pro-

cessos metabólicos são o oxigê-

nio singlete (1O2), radical alquila 

(R), radical alcoxila (RO), pero-

xila (ROO), óxido nítrico (NO) 

e o ânion peroxinitrito (ONOO-) 

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 

2006). Teramoto e colaboradores 

(2013) ressaltam que ao contrário 

da molécula eletroneutral de pe-

róxido de hidrogênio, que pode 

se difundir facilmente através da 

membrana citoplasmática, o radi-

cal superóxido carregado negati-

vamente é incapaz de penetrar na 

célula.  

Portanto, o estresse por 

superóxido é geralmente indu-

zido por compostos redox ci-

cláveis, como menadiona, que 

penetram nas células facilmente 

e induzem uma redução cíclica 

de um elétron do oxigênio mole-

cular ao radical superóxido pela 

oxidação de enzimas redox da 

célula. A ausência de efeito tó-

xico desses compostos em con-

dições anaeróbicas confi rma que 

seu efeito prejudicial é causado 

principalmente pelo estresse por 

superóxido (MINTON; TABOR 

;TABOR,1990). 

 O dano celular resul-

ta basicamente do ataque destas 

ERO s e/ou ERNs sobre macro-

moléculas, tais como DNA, pro-

teínas, lipídeos e carboidratos. 

Existem evidências de que o 

estresse oxidativo altera os pro-

cessos de transformação e morte 

celular (HALLIWELL; GUTTE-

RIDGE, 2010; ROSSO, 2013).

 As EROs são geradas 

durante o metabolismo celular 

normal e podem produzir vários 
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danos oxidativos ao DNA, RNA, 

proteínas e lipídios; como exem-

plo as lesões nas bases nitrogena-

das ou sítios apurínico/apirimidí-

nico (AP) (LOBO, 2010). Essas 

lesões podem ocasionar acúmulo 

de sítios de mutações, caso esses 

danos não sejam reparados. 

As bactérias sofrem res-

postas globais multigênicas es-

pecífi cas ocorrendo a exposição 

a estímulos nocivos ou a novos 

ambientes nutricionais; as res-

postas são amplamente mediadas 

por regulons, grupos de genes e 

operons sob controle comum. Os 

meios de controle são diversos e 

às vezes elaborados, eles podem 

envolver novos ativadores ou re-

pressores transcricionais, cliva-

gem proteolítica ou outras modi-

fi cações pós-traducionais, loops 

de feedback positivo ou negativo 

e cascatas regulatórias. Esses ca-

minhos fornecem novos modelos 

para a compreensão de regulação 

multigênica em todos os organis-

mos (RUIZ et al.,2012).

 As bactérias respondem 

ao estresse oxidativo com a co-

ordenação e expressão de múlti-

plos genes (PARSONS ; ROCK, 

2014). Os genes soxR e soxS são 

adjacentes e produzem trans-

crições divergentes sobrepostas 

(WU ; WEISS, 1992, Manisha et 

al., 2017). 

Em particular, os regu-

lons SoxRS de Escherichia coli 

são compostos por genes que 

codifi cam produtos que forne-

cem resistência ao estresse por 

superóxido. O regulon SoxRS 

responde ao acúmulo intrace-

lular de superóxido, desenca-

deado por agentes redox, como 

menadiona (HOLTZENDOR-

FFL et al., 2004,;CHIANG ; 

SCHELLORN,2012).  Almeida 

(2016) ressalva que a menadio-

na, um composto sintético que é 

convertido em K2 no intestino, 
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em presença de íons metálicos, 

gera radical superóxido. Esta, 

contém seus compostos de na-

tureza lipossolúveis, o que pode 

ocasionar alterações na fl uidez 

da membrana  bacteriana , tor-

nando-a mais permeável a subs-

tâncias, incluindo antibióticos  ( 

PISOSCHI; POP, 2015).

 A manutenção de uma 

concentração sufi cientemente 

baixa e estável do radical superó-

xido no expo-crescimento inicial 

de células de Escherichia coli, 

e também defesa de diferentes 

sistemas da célula contra o seu 

efeito prejudicial é fornecida por 

enzimas codifi cadas por genes 

organizados no regulon soxRS. 

Esse regulon inclui mais de dez 

genes cujos produtos são respon-

sáveis por diferentes mecanismos 

de defesa antioxidante da célula.

(GRAVINA, 2015).

 As proteínas SoxR e 

SoxS constituem um sistema 

sensor-regulador que detecta su-

peróxido e modula a expressão 

gênica. SoxR é uma proteína 

dimérica que pertence à família 

MerR. Cada monômero SoxR 

contém um grupo [2Fe – 2S] que 

pode ser oxidado reversivelmen-

te (MICHA et al.2002, RUN-

GRASSAMEE ; LIU ; POMPO-

SIELLO, 2008). 

 Neste projeto avaliare-

mos a possível resistência à cepa 

selvagem E.coli AB1157, mutante 

BW535  e cepas isoladas de ma-

terial clínico aos antimicobianos 

beta-lactâmicos e carbapenêmi-

cos simultanemanete com me-

nadiona relacionado a indução 

de estresse oxidativo e a possível 

transferência  genética envolven-

do a resposta ao regulon soxRS.

MATERIAL E MÉTODOS

Casuística 
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As amostras foram ob-

tidas a partir de material clínico 

do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto (HUPE) nas unidades 

de Clínica Médica e cirúrgica, 

no Centro de Tratamento Inten-

sivo do HUPE-UERJ e do setor 

de Cepas do laboratório de Bac-

teriologia e Parasitologia  (HU-

PE-UERJ). Foram analisadas 

46 amostras de bactérias Gram-

-negativas: 26 cepas foram res-

pectivamente da espécie E coli. 

Foram avaliadas 3 cepas de ori-

gem urinária (UPEC 6638,UPEC 

2877,UPEC32118) 3 cepas de ori-

gem fecal (EAEC H93/3,EAEC 

I49/3 e EAEC 042) oriundas do 

Departamento de Microbiologia 

da Faculdade de Ciências Médi-

cas da UERJ e 20 cepas oriundas 

de material clínico (swab retal), 

a partir de amostras do setor de 

Cepas do Laboratório de Bacte-

riologia (HUPE-UERJ). Serão 

usadas as cepas de E. coli selva-

gem AB1157 e a mutante BW535 

sob ação de menadiona para ava-

liação de reparo de DNA e pro-

dução de lesões oxidativas.

Desafi o com menadiona

As cepas serão seme-

adas em meio Luria Bertani 

(LB) líquido a 2 ml mais 50 μl 

da cultura sem antibiótico. Ha-

vendo crescimento, será feito o 

repique no dia do experimento: 

100μl da cultura em 3ml do meio 

LB. Para os ensaios será utiliza-

do 100mM, 50mM, 25 mM e o 

controle menadiona a 500mM  

(o tubo controle somente terá a 

suspensão bacteriana sem me-

nadiona). Acrescentar nos 3 pri-

meiros tubos 2μl de cloreto de 

cobre (CuCl2). Após, incubar 

por 30 minutos ao abrigo da luz. 

Posteriormente, diluir para pla-

queamento: 10², 104 e 106, será 

utilizado 5μl do experimento em 
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495μl de LB: plaqueamento de 

50μl. Após o plaqueamento incu-

bar a cultura e realizar a conta-

gem das colônias após 24  hs.

Isolamento das cepas

Para o isolamento das 

cepas do estudo será utiliza-

do meio seletivo Cystine Lac-

tose Eletrolyte Defi cient Agar 

– CLED (Oxoid, Hampshire, 

GBR). As cepas foram identifi -

cadas, morfologicamente pela 

coloração de Gram e bioquimi-

camente segundo Winn e cola-

boradores (2006). Serão utiliza-

das cepas de espécie Escherichia 

coli de origem fecal e urinária. 

No experimento proposto as cé-

lulas foram analisadas a partir 

de um crescimento noturno em 

meio Luria-Bertani (AUSEBEL 

ET AL., 1995; SAMBROOK; 

FRITSH E MANIATIS, 1989). 

Sendo positivo o crescimento, as 

células serão cultivadas em caldo 

LB em 37 ° C com agitação 150 

rpm e/ou em placas LB. Após se-

meadura em placa LB, as cepas 

serão suplementadas com várias 

concentrações de menadiona (0, 

10, 20, 30 e 40 μgm e incubado 

a 37 ° C por 48 h). A menadiona 

será diluída em DMSO. Assim, 

um controle DMSO será incluído 

para determinar qualquer possí-

vel interferência nos resultados. 

Será realizado o teste de susceti-

bilidade em placas Mueller Hin-

ton (MH).

Determinação do perfi l de sus-

ceptibilidade aos agentes anti-

microbianos

Difusão em ágar

O teste de susceptibi-

lidade aos agentes antimicro-

bianos (TSA) será realizado se-

gundo normas do Clinical and 

Laboratory Standards Institute 
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– CLSI (2020). Sobre a superfí-

cie inoculada serão depositados 

os discos contendo os agentes 

antimicrobianos (Cefar, São Pau-

lo, BRA) e as placas serão incu-

badas por 18 horas, em estufa a 

35°C ± 2°C. Após esse tempo, os 

halos de inibição serão averigua-

dos segundo CLSI (2020). Cepas 

de E. coli ATCC 25922 serão uti-

lizadas para o controle dos dis-

cos de agentes antimicrobianos. 

Serão utilizados os seguintes 

agentes antimicrobianos (Cefar, 

Jardim Anhanguera – São Pau-

lo, Brasil) com suas respectivas 

concentrações: Cefotaxima (Ctx-

-30μg), Ceftazidima (Caz- 30μg), 

Ceftriaxone (Cro-30μg), Cefepi-

ma (Cpm-30μg), Cefalotina (Cfl -

-30μg), Imipenem (Ipm-10μg), 

Ertapenem (Etp-10μg), Mero-

penem (Mep-10μg), Ampicilina 

(Amp-10μg), Amoxilina (Ami-

-20μg), Amoxicilina(Amo-20μg).

Resultado

CEPAS SEM 
MENADIONA 

 
AB1157 

 
BW535 042 6638 2877  

Resistênci
a% 

 

Antimicrobiano 
 

AB1157 
 

BW535  042 6638 2877      % 
 

AMO 
AMX 
AMP 

 
S 
R 
R 

 
R 
R 
R 

10mm 
15mm 
resistente 

resistente 
10mm 
resistente 

resistente 
resistente 
10mm 

        100 
 

          

CFL R R 15mm Resistente resistente    
100 

CAZ 
CRO 
CTX 

 
 S 
 R 
 S 

 
S 
R 
R 

29mm 
28mm 
35mm 

20mm 
16mm 
22mm 

13mm 
6mm 
resistente 

99,1 
 

CPM 

 

R 

 

S 30mm 21mm 12mm 99,9 

 

          

ETP 

 

R 

 

R 30mm 30mm 25mm sensível 

 

IMP 

 

R 

 

R 30mm 27mm 29mm sensível 

 

MER 

 

R 

 

R 30mm 31mm 25mm sensível 

 

Tabela 1: Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) sem menadiona (MD) 
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Tabela 3: Teste de sensibilidade aos antimicrobianos com experimento desafio menadiona e suas 

respectivas concentrações (mM) 

 Antimicrobianos  C 
2877 

C 
042 

C 
6638 

 
cepas 100mM 50mM 25mM 12,5mM Sem halo: --- 

(resistência) 

            AMO 
                          

AMX 
                          

AMP 

---- ---- 
--- 
--- 

--- 
--- 
--- 

 
042 
2877 
6638 

---- 
---- 
---- 

---- 
---- 
----- 

---- 
---- 
---- 

--- 
9mM 

--- 

 

                      
CFL 

----- 9mM ---- 
 

042 
2877 
6638 

10mM 
---- 
---- 

10mM 
---- 
---- 

10mM 
---- 
---- 

10mM 
---- 
---- 

 

                      
CAZ 
                      
CRO 
                      
CTX 

----- 
----- 
------ 

30mM 
26mM 
29mM 

21mM 
17mM 
20mM 

 
042 
2877 
6638 

35mM 
---- 

20mM 

37mM 
8mM 

22mM 

37mM 
---- 
---- 

39mM 
---- 
----- 

 

                      
CPM 

----- 26mM 22mM 
 

042 
2877 
6638 

33mM 
---- 

30mM 

34mM 
10mM 
33mM 

28mM 
11mM 
34mM 

30mM 
15mM 
32mM 

 

                      
ETP 

26mM 30mM 32mM 
 

042 
2877 
6638 

35mM 
30mM 
33mM 

33mM 
28mM 
30mM 

34mM 
26mM 
29mM 

36mM 
20mM 
31mM 

  

                      
IMP 

27mM 25mM 29mM 
 

042 
2877 
6638 

34mM 
39mM 
30mM 

31mM 
30mM 
31mM 

32mM 
28mm 
29mM 

31mM 
19mM 
32mM 

 

Tabela 2: porcentagem de colônias com e sem menadiona (MD) (concentração/mM)  

cepa cepa cepa 

Concentrações 
com MD  2877 6638 042 

12,5mM (MD) 
 

60,67% 
 

15,68% 
 

120,47% 
 

       

25Mm (MD) 34% 
 

10,19% 
 

107,69% 

       
 

50Mm (MD) 21,11% 
 

14,11% 
 

100% 

       

100Mm (MD) 5,82% 
 

4,31% 
 

70,3% 
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MER  

28mM 28mM 33mM 042 
2877 
6638 

32mM 
35mM 
35mM 

34mM 
33mM 
32mM 

30mM 
29mM 
30mM 

35mM 
31mM 
32mM 

           
 

*C- controle 

Conclusões

De acordo com a tabe-

la1 o teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos (TSA) sem me-

nadiona apresentou 100% de re-

sistência aos discos de penicili-

na,cefalotina (cefalosporina de 1ª 

geração), as cefalosporinas de 3ª 

geração (cefotaxima, ceftriaxone 

e ceftazidma) apresentaram 0,9% 

de sensiblidade e cefepima ,cefa-

losporna de 4ª geração, apresen-

tou 99,9% de resistência.Todos os 

discos de carabapenêmicos testa-

dos apresentaram sensibilidade.

A tabela 2 ressalta a por-

centagem das cepas estudadas 

com o uso de menadiona e suas 

respectivas concentrações mili-

molar (12,5mM, 25mM, 50mM, 

100mM). É possível observar nas 

cepas testadas com menadiona: 

quanto maior a concentração da 

vitamina k3 menor é o nume-

ro de colônias (porcentagem). A 

tabela 3 ilustra que a cepa 2877 

apresenta sensibilidade apenas 

aos discos carbapenêmicos, sen-

do assim 90% dos antimicro-

bianos tetados nesta cepa foram 

resistentes. Tanto as cepas 042 e 

6638 apresentaram sensibilidade 

aos carbapenêmicos e as cefalo-

porinas, exceto o disco de cefalo-

tina que foi resistente a cepa 042.

As cepas foram testadas 

com suas respectivas concentra-

ções (12,5mM, 25mM, 50m M 

e 100mM). Todas as cepas apre-

sentaram resistência a cefalotina 

(4ª geração de cefalosporina), 

apenas a cepa 2877 apresentou 

reistência em todas concetra-



82

ISSN: 2763-5724

Vol. 03  - n 02 - ano 2023 

Editora Acadêmica Periodicojs

ções em discos com ceftriaxone 

e cefepima. Esta cepa apresentou 

resistência aos carbapenêmicos 

imipenem e ertapenem, ambos 

resistentes na concentração à 

12,5 milimolar. De todos os di-

cos testados no presente trabalho 

os carbapenêmicos apresentaram 

cerca de quase 100% de sensibili-

dade nas cepas testadas e as con-

centrações avaliadas.
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