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RESUMO

Burkholderia pseudomallei € um bacilo Gram-negativo causador da melioidose,
uma doenca infecciosa severa e geralmente fatal, a qual pode ser adquirida através da
inoculacdo, inalacdo e ingestdo do microrganismo que se encontra distribuido no
ambiente. No Brasil, a melioidose é considerada uma doenca emergente descrita pela
primeira vez em 2003 no Nordeste brasileiro. O presente estudo consistiu em identificar
0 gene hppD, que codifica a produgdo de um precursor importante na sintese de
melanina, e avaliar fenotipicamente a producdo do pigmento em cepas de B.
pseudomallei através de meios contendo substratos fendlicos. Aliado ao estudo foi
realizada a comparacdo do perfil de sensibilidade e curva de morte entre cepas
melanizadas e ndo melanizada ante ao imipenem além da avaliacdo da possivel acdo do
sesquiterpeno farnesol como um inibidor de B-lactamases. Os isolados utilizados no
estudo pertencem ao Laboratério de Patdgenos Reemergentes e Emergentes-LAPERE
UFC. Para o cumprimento da metodologia, as cepas foram recuperadas do estoque,
realizado a extracdo de DNA e a identificacdo do gene hppD através de reacdo de PCR.
A expressdo fenotipica de melanina foi avaliada através de subcultivos em meio Brain
Heart infusion (BHI) acrescido de &cido caféico. O teste de sensibilidade com cepas
melanizadas e ndo melanizadas foi realizado utilizando-se o teste de microdiluicdo em
caldo padronizado pelo CLSI, segundo documento M07-A8. A curva de morte foi
realizada a partir da incubacdo do in6culo com imipenem no intervalo de 0,125 pg/ mL
a 0,5 ug/ mL por 1 e 2 horas, seguida da contagem das col6nias. A avalia¢ao do farnesol
como um possivel inibidor de B-lactamases foi realizada através da combinacdo in vitro
do farnesol com antibidticos [-lactdmicos (amoxicilina, ampicilina, oxacilina,
imipenem, amoxicilina-acido clavulanico, utilizando-se o teste de microdiluicdo em
caldo. O gene hppD foi detectado em todas as cepas de B. pseudomallei testadas, além
da producédo de pigmento em meios contendo substratos fendlicos. Em relacdo ao perfil
de sensibilidade, as cepas ndo melanizadas e melanizadas apresentaram o mesmo valor
de CIM, porém as cepas melanizadas demonstraram maior capacidade de sobrevivéncia
quando em contato com a droga do que as cepas ndo melanizadas. Em relacdo ao
farnesol, todas as cepas testadas foram inibidas por este composto com CIM variando
de 75 a 150uM. Dentre as combinagdes dos B-lactamicos testadas com farnesol, todas
as drogas apresentaram reducdo estatisticamente significativa: amoxicilina (p=0,0001),
amoxicilina-4cido clavulanico (p=0,0005), ampicilina (p=0,0026), oxacilina (p=0,0001)
e imipenem (p=0,0105). Por fim, as combina¢cdes com amicacina e gentamicina nédo
apresentaram reducdo estatisticamente significativa, pois 0s aminoglicosideos
praticamente repetiram seus valores quando combinados com farnesol. Esse estudo abre
perspectivas acerca de um novo fator de viruléncia, melanina, ainda ndo descrita para B.
pseudomallei, além do sesquiterpeno farnesol como um possivel inibidor de B-latamases
nessa espécie.

Palavras chaves: Burkholderia pseudomallei, melanina, sensibilidade, farnesol, B-
lactamicos.



ABSTRACT

Burkholderia pseudomallei is a Gram-negative causes melioidosis, an infectious
disease, severe and often fatal, which can be gained by injection, inhalation, and
ingestion of the microorganism which is distributed in the environment. In Brazil,
melioidosis is considered an emerging disease first described in 2003 in the northeastern
Brazilian. The present study was to identify the hppD gene which codes for the
production of a precursor in the synthesis of melanin, and phenotypically identifying the
pigment production in strains of B.pseudomallei through media containing phenolic
substrates. Allied to the study was conducted to compare the sensitivity profile and
curve of death and non-melanized strains melanized compared to imipenem. Associated
with the sensitivity study, we evaluated the possible action of the sesquiterpene farnesol
as an inhibitor of B-lactamases. The isolates used in this study belong to the Laboratory
of Emerging and Reemerging Pathogens-LAPERE. For the fulfillment of the
methodology, the strains were recovered from stock held DNA extraction and
identification of the hppD gene via PCR. Phenotypic expression of melanin was
evaluated by means of repetition in brain heart infusion (BHI) supplemented with
caffeic acid. The sensitivity test with melanized and non melanized strains was
performed using the broth microdilution test standardized by the CLSI document M07-
A8 seconds. The curve of death was carried out incubating the inoculum with imipenem
in the range of 0.125 mg / mL to 0.5 mg / mL for 1 and 2 hours, followed by counting
of colonies. The evaluation of farnesol to a potential inhibitor of B-lactamases was
performed by combining in vitro farnesol with B-lactam antibiotics (amoxycillin,
ampicillin, oxacillin, imipenem, amoxicillin, clavulanic acid, using the broth
microdilution test. The hppD gene was detected in all strains of B. pseudomallei tested,
besides the production of pigment in media containing phenolic substrates. In relation to
susceptibility, the non-melanized and melanized strains showed the same MIC value,
but the melanized strains demonstrated increased survivability when exposed to the
drug than the strains not melanized. Regarding farnesol, all strains tested were inhibited
by farnesol isolated with MICs ranging from 75 to 150uM. Among the combinations of
B-lactams tested farnesol, all drugs showed a statistically significant reduction
amoxicillin (p = 0.0001), amoxicillin-clavulanate (p = 0.0005), ampicillin (p = 0.0026),
oxacillin (p= 0.0001) and imipenem (p = 0.0105). Finally, the combinations with
amikacin and gentamicin showed no statistically significant reduction, since
aminoglycosides almost repeated their values when combined with farnesol. This study
opens new perspectives on a virulence factor, melanin, not yet described for B.
pseudomallei, and the sesquiterpene farnesol as a possible inhibitor of B-latamases this
species.

Key words: Burkholderia pseudomallei, melanin, susceptibility, farnesol, B-lactamics.
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1 INTRODUCAO

Burkholderia pseudomallei é um bacilo Gram-negativo que se encontra
distribuido no ambiente e pode causar uma doenca infecciosa severa e geralmente fatal:
a melioidose.

B. pseudomallei vem apresentando resisténcia a muitos antimicrobianos
utilizados no tratamento de quadros de melioidose. Diante desse fato, o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas e novas drogas eficazes para o
tratamento de melioidose sdo de extrema necessidade, principalmente nas zonas onde o
bacilo é reconhecido como endémico.

A melanina € um pigmento importante para a protecdo do microrganismo contra
0 estresse oxidativo in vivo, além da protecdo contra o estresse ambiental e radiacdo
ultravioleta. Esse pigmento ja foi descrito em cepas de Burkholderia cenocepacia, ndo
sendo descrito na literatura a presenca de melanina em cepas de B. pseudomallei.

O presente trabalho buscou demonstrar a presenca de melanina em cepas de B.
pseudomallei, destacando-a, neste microrganismo, como possivel fator de viruléncia
ainda ndo descrito na literatura. Avaliou-se também a capacidade de sobrevivéncia de
cepas melanizadas e ndo melanizadas frente ao imipenem. Além de investigar a
atividade antimicrobiana do farnesol isolado e em combinacdo com drogas
antimicrobianas ante as cepas de B. pseudomallei.

Aliado aos estudos, a sensibilidade seguiu-se no pressuposto que as cepas de B.
pseudomallei sdo intrinsecamente resistentes a muitos antibidticos, notadamente
penicilina e outros p-lactamicos, eritromicina, gentamicina e rifampicina. Os
antimicrobianos atualmente recomendados para tratar melioidose sdo ceftazidima,

imipenem, meropenem, amoxicilina/clavulanato, cefoperazona/sulbactam,
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trimetoprim/sulfametoxazol, doxiciclina e cloranfenicol. O desenvolvimento de
resisténcia de B. pseudomallei a estes antimicrobianos tem sido reconhecido, o que
reforca a necessidade da busca por novos antimicrobianos efetivos contra B.
pseudomallei. O farnesol € um sesquiterpeno que possui atividade antimicrobiana ja
comprovada frente a fungos e bactérias, aléem da possivel capacidade de agir como
inibidor de B-lactamase em cepas de Staphylococcus aureus. Diante dessa atividade do
farnesol, este trabalho buscou, por fim, avaliar in vitro a capacidade do farnesol de
inibir B-lactamase de B. pseudomallei através da combinacdo do farnesol com

antimicrobianos B-lactamicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos

A melioidose causada pelo bacilo Gram-negativo saprdfita do solo, B.
pseudomallei, foi primeiramente descrito por Whitmore e Krishnaswani em 1912. Este
isolamento inicial foi realizado a partir de biopsias de mendigos e viciados em morfina
nas ruas de Rangoon (atualmente Yangon) em Mianmar (WHITMORE;
KRISHNASWAMI, 1912; WHITMORE, 1913).

O termo melioidose foi proposto por Stanton e Fletcher em 1925, devido as
similaridades clinicas e patofisiolégicas com o mormo, doenga causada pela
Burkholderia mallei em equinos. A palavra melioidose deriva do grego melis que
significa enfermidade de jumentos e eidos significa semelhante (STANTON;
FLETCHER, 1921). A bactéria foi originalmente conhecida como Bacillus whitmori, e
posteriormente por Bacillus pseudomallei. Desde sua identificacdo varios nomes foram
propostos para o microrganismo: Loefferella ou Loefferella whitmori e Malleomyces
pseudomallei. A bactéria foi classificada como Pseudomonas pseudomallei baseado em
caracteristicas de crescimento, motilidade e caracteristicas metabdlicas. Em 1992 uma
reclassificacdo baseada na sequéncia da regido 16S-RNA, homologia DNA-DNA,
composicdo dos lipideos e &cidos graxos celulares e caracteristicas fenotipicas foi
realizada, sendo entdo chamada de Burkholderia pseudomallei (YABUUCHI et al.,
1992; WHITE, 2003).

Casos de melioidose, fora das regides endémicas, foram descritos apds 0s
periodos de guerras, como em 1941, durante a Guerra do Pacifico (INGLIS, et. al.,
2006), na Indochina, entre 1948-1954, onde ocorreram 100 casos de melioidose entre
soldados das tropas francesas ( DANCE, et. al., 2000). E em 1973, durante a Guerra do
Vietnd foram notificados 343 casos de melioidose entre as tropas americanas (CHENG,;
CURRIE, 2005). A incidéncia de melioidose também pode aumentar apds catastrofes
naturais, como ocorreu em 2004 ap6s o tsunami no sudeste da Tailandia. Apds esse
episodio, foi observado o aumento da incidéncia de culturas positivas para B.
pseudomallei de 0,7 para 70 em 100.000 casos por ano (CHIERAKUL, et. al., 2004)
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Em 1955, a relagdo da melioidose com solos contaminados foi reconhecida a
primeira vez, quando um bacteriologista cultivou B. pseudomallei proveniente de
amostras de solo e agua barrenta na Indochina francesa (CHAMBON, 1955). A bactéria
foi isolada no Brasil por pesquisadores franceses em 1977, no solo de duas cidades do
interior da Bahia (Sdo Félix e Santo Antonio). H& também relatos de tentativas
frustradas de se isolar o microrganismo da agua em Sdo Paulo (PESTANA DE
CASTRO et al., 1973).

No Brasil, casos de melioidose foram descritos a primeira vez apenas em 2003,
guando um surto acometeu uma familia de quatro irmdos no municipio de Tejuguoca.
No ano seguinte, foi descrito outro caso da doenca na regido rural no municipio de
Banabui em uma mulher de 39 anos, que costumava lavar roupa agachada em um rio
nas proximidades de sua residéncia. Em 2005 foi descrito outro caso no municipio de
Aracoiaba, onde ocorreu um acidente automobilistico cuja vitima, um homem de 30
anos, caiu em um rio e aspirou dgua contaminada (ROLIM, et. al., 2009). No mesmo
ano, outro caso de melioidose foi notificado pelo Governo holandés por se tratar de um
turista que veio a falecer no seu pais de origem, apds retornar do Brasil, precisamente
do Estado do Ceara. (AARDEMA et al, 2005). Em 2008, um jovem de 17 anos,
portador de doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) apds visita a cachoeiras e
grutas em Ubajara foi internado com quadro de pneumonia aguda e faleceu em apenas
48 horas ( Couto, et al.,2009). Sidrim et. al., (2010) descreveram um caso de aneurisma
micotico com cultura de sangue positiva para B. pseudomallei em um paciente
fazendeiro no municipio de Granja, interior do Ceara. Em 2012, Macedo e
colaboradores, relataram um caso de co-infeccdo de melioidose e dengue em um

caminhoneiro de 28 anos do municipio de Pacoti.

2.2 Epidemiologia

B. pseudomallei esta classificada taxondmicamente, segundo 0 manual Bergey
em:

Reino - Bacteria,

Filo — Proteobacteria,
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Classe - Beta Proteobacteria,
Ordem - Burkholderiales,
Familia - Burkholderiaceae,
Género - Burkholderia
Espécie - Burkholderia pseudomallei.
(BRENNER et al., 2005)

Burkholderia pseudomallei é um microrganismo saprofita amplamente
distribuido no solo e na dgua em regides tropicais e subtropicais numa latitude de 20°N
e 20°S na linha do equador. Embora o microrganismo néo esteja estritamente confinado
a regido equatorial, a probabilidade de adquirir melioidose fora dessa delimitagao
geografica é extremamente baixa (DANCE et al., 2000).

Casos esporadicos tém sido relatados fora das regibes endémicas, como China,
Corea, Filipinas, Indonésia, india e oeste da Africa. Os casos que ocorreram em regides
ndo endémicas estdo relacionados com viagens para regides endémicas (DANCE et
al.,1999; WHITE, et. al., 2003).

Os locais onde B. pseudomallei € considerada como patdgeno bacteriano mais
importante para os seres humanos sdo algumas provincias do Nordeste da Tailandia e do
Norte da Australia. A melioidose é considerada nessas regides como a terceira causa de
morte por doenca infecciosa depois da aids e tuberculose, além de ser responsavel por
20% dos casos de septicemia adquirida na comunidade. Na regido Norte da Australia a
melioidose foi a causa mais comum de pneumonia fatal adquirida na comunidade.
(CHENG; CURRIE, et. al., 2005). Em estudo realizado no Nordeste da Thailandia, por
Limmathurotsakul e colaboradores (2010) foi observado que a melioidose é mais
freqliente em pacientes do sexo masculino e a maior incidéncia da doenga esta na faixa
etaria de 55 a 64 anos de idade.

A melioidose é uma doenca potencialmente fatal de dificil diagnostico, além ser
uma doenca infeciosa emergente com sérias implicacbes no ambiente internacional e
um problema de saude publica. Segundo Limmathurotsakul et al. (2010), as altas taxas
de mortalidade da doenca justificam que a mesma seja considerada de alta prioridade de
Agéncias de Fomento e Orgédos de Saude Globais. A verdadeira incidéncia da doenga,
na maioria dos paises, ainda é desconhecida, esse fato estd relacionado com a
dificuldade no diagnoéstico da doenca e com a caréncia de laboratérios bem equipados
para identificagcdo desse microrganismo (CHENG;CURRIE, 2005).
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2.3 Ecologia

B. pseudomallei € um microrganismo saproéfita do solo que pode ser encontrado
em nichos ambientais, como &guas estagnadas e solos umidos (DRAPER, et. al., 2010).
H& muitas varidveis que podem influenciar na distribuicdo do microrganismo no solo,
incluindo fatores climaticos como temperatura, chuvas, luminosidade e composi¢cdo do
solo (fisica, quimica e biologica), sendo o periodo chuvoso, ou logo apos as chuvas,
comumente descrito como o preferido para a aquisicdo da doenga em regides
endémicas. A estacdo chuvosa pode estar associada a até 75% e 85% dos casos da
doenca na Tailandia e Australia, respectivamente (DANCE, 2000; INGLIS et al., 2001;
CURRIE, 2003).

O agente pode ser encontrado em diferentes tipos de solo, entretanto estudos
descrevem a preferéncia da bactéria por solos umidos argilosos numa profundidade de
25 a 120 cm. (INGLIS, et. al., 2001; SPRAGUE, NEUBAUER, 2004; ROLIM, et. al.,
2009). B. pseudomallei pode multiplicar-se no solo em pH de 4-8, em altas
concentracdes de sal, em uma umidade minima de 10-15% e em temperaturas de 4 a
42°C (COENYE, VANDAMME, 2003; ROBERTSON, et. al., 2010). A bactéria possui
ainda uma notavel capacidade de multiplicar-se e persistir em uma ampla variedade de
liguidos ambientais, tal condigdo é determinante para ameaca ambiental de infeccéo por
B. pseudomallei (ROBERTSON, et. al., 2010).

O agente etioldgico da melioidose pode sobreviver em ambientes sem nutrientes
e ainda persistir viavel em agua destilada a temperatura ambiente por até 3 anos.
Pumpuang e colaboradores (2011) relataram a sobrevivéncia do microrganismo por até
16 anos em agua destilada a 25 °C. Em &gua barrenta B. pseudomallei pode sobreviver
por até 7 meses e no solo em laboratério por até 30 meses. A bactéria é ainda
particularmente resistente & radiacdo ultravioleta ou luz solar quando comparada a
outras bactérias. B. pseudomallei foi inativada apos 7,75 min de exposigdo a 4,65 W/m2
de radiagdo UV aum comprimento de onda de 254 nm (THOMAS, et. al., 1981;
INGLIS, et al., 2001; SPRAGUE, NEUBAUER, 2004; MOORE, et. al., 2008). Keith e
colaboradores (2007) descreveram a presenca de melanina na espécie B. cenocepacia e

a relacdo desse pigmento com o aumento da resisténcia ao estresse oxidativo.


http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/pseudomallei_2.html#Sprague
http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/pseudomallei_2.html#Coenye
http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/pseudomallei_2.html#Sprague
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Um estudo ambiental realizado em duas &reas acometidas pela doenca no
Nordeste do Brasil mostrou o isolamento ambiental da bactéria no solo e na agua nos
municipios de Tejucuoca e Banabuiul, durante a estacdo seca, sendo estes isolados
encontrados em regifes com baixos indices pluviométricos e temperaturas que néo
variam significativamente ao longo do ano. Essas condi¢fes de temperatura, indices
pluviometricos e umidade sdo diferentes dos indices encontrados em outras regides
endémicas (ROLIM, 2005; ROLIM et al., 2009).

2.4.3 Fatores de viruléncia
O género Burkholderia contém mais de 40 espécies, onde 0s membros

reconhecidos como patogénicos sdo B. pseudomallei e B. mallei e, em certas situagdes
clinicas, B. cenocepacia pode atuar como patdgeno oportunista, como relatado em
pacientes portadores de fibrose cistica (MOORE, et. al., 2004; LEITE, et. al., 2011).

Diversos estudos tém mostrado que a viruléncia de B. pseudomallei in vivo esta
relacionada com caracteristicas intrinsecas do microrganismo, com notavel
variabilidade intraespecifica de cada cepa. A bactéria produz e secreta uma variedade de
fatores que contribuem para a sua sobrevivéncia e manutencdo, como, proteases,
catalases, peroxidases, superdxido dismutase, lipases, fosfolipase C, hemolisinas e
sideroforos. Adicionalmente, o microrganismo é um patdgeno intracelular facultativo,
sendo capaz de invadir, sobreviver e multiplicar-se em células epiteliais e fagociticas.
Vaérios estudos tém demonstrado que a bactéria € capaz de escapar dos vacuolos
endociticos e penetrar nas células do hospedeiro e gerar infeccdo (WIERSINGA, et. al.,
2006; CHRISTOPHER, et. al., 2011).

Winstanley et. al., (1999) introduziram as pesquisas sobre 0s genes responsaveis
pelo sistema de secrecdo do tipo Il (TTS3), um dispositivo molecular que permite a
translocagdo de moléculas efetoras para o interior das células hospedeiras, os quais
provavelmente foram transferidos horizontalmente entre diferentes microrganismos e
estdo associados a uma ilha de patogenicidade em B. pseudomallei (WINSTANLEY et
al, 1999). Em outro trabalho, publicado em 2000, estes pesquisadores apresentaram um
estudo baseado na deteccdo de um unico locus pela utilizacdo da técnica de PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase), relatando uma ligacdo entre a presenca de genes do

sistema de secrecdo do tipo Il e o fen6tipo arabinose negativo, associando este alvo a
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viruléncia de B. pseudomallei (WINSTANLEY et. al., 2000). Em 2002, quando ent&o
reconhecida a espécie B. thailandensis (que assimila arabinose), foi confirmado que os
genes do TTS3 estdo presentes apenas em B. pseudomallei e B. mallei (RAINBOW, et
al, 2002). Além do sistema de secrecdo tipo Il1, autores citam o sistema de secrec¢éo tipo
IV (TTS6) como fator determinante para viruléncia de B. pseudomallei e sua capacidade
de causar infecgdo (CHENG, et. al., 2011).

Outro importante fator de viruléncia em B. pseudomallei é a producdo de
capsula polissacaridica relacionada com protecdo ambiental, adesdo, colonizacao,
evasdo do sistema imune e ligacdo a células ambientais. Essa capsula permite a bactéria
a formagéo de microcol6nias em um ambiente protegido, no qual 0s organismos séo
fenotipicamente alterados, caracterizando a formagdo de biofilme. Estudos tém
demonstrado que cepas de B. pseudomallei quando em biofilme séo resistentes a muitos
antimicrobianos (SAWASDIDOLN, et. al., 2010; LEE, et. al., 2010).

Um fator de viruléncia interessante relatado para o género Burkholderia é a
capacidade de produzir melanina. A melanizacdo é considerada importante na
patogénese bacteriana, pois tem sido associada com a viruléncia em muitos
microrganismos, tais como, fungos, bactérias e helmintos (FRASES, et. al., 2007).
Embora a melanina ndo seja essencial para sobrevivéncia do microrganismo, ela
aumenta sua sobrevivéncia através da inibicdo da degradacdo do biofilme, age contra
enzimas hidroliticas, protege o DNA e outras moléculas da luz ultravioleta.
(NOSANCHUK; CASADEVAL, 2006).

A melanina é uma molécula hidrofébica, carregada negativamente de alto peso
molecular, de coloragdo escura e resistente ao branqueamento por solugdes oxidantes e
solucBes &cidas (WHITE, 1958; NOSANCHUK; CASADEVAL, 2006) Uma definicéo
mais rigorosa da melanina ainda ndo é possivel, devido as técnicas bioquimicas e
biofisicas serem incapazes de prever a estrutura quimica desse complexo polimero.
Algumas técnicas como ressonancia de spin eletronico e degradacdo quimica parcial da
melanina em microanalise em HPLC estdo sendo utilizadas para estudar a molécula
(NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; CASADEVALL, et. al., 20012).

A producédo de melanina em bactérias esta relacionada com enzimas tirosinases,

embora estudo realizado com cepas depositadas em banco de dados



21

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) demonstraram a presenca da enzima lacase em algumas
espécies como Escherichia coli, Pseudomonas spp., Yersinia pestis, Campylobacter
jejuni, Bordetella pertussis e Mycobacterium spp (ALEXANDRE;ZHULIN, 2000;
NOSANCHUK; CASADEVAL, 2003). O metabolismo da tirosina que leva a formacao
de melanina envolve duas vias: formacdo de melanina através do intermediario
hidroxifenilalanina que requer a atividade da enzima tirosinase e o catabolismo da
tirosina em acido homogentisico (HGA) como mostrado do figura 1. O HGA é o
principal intermediario p-difendlico do catabolismo da tirosina em animais e bactérias,
esse composto se auto-oxida formando pigmento marrom avermelhado chamado
piomelanina (CARREIRA, et. al., 2001;VALERU, et. al., 2009).

fenilalanina — tirosina — 4-hidroxifenilpiruvato —— HGA

l tirosinase loxida@éo
3,4 dihidroxifenilpiruvato Acido
(DOPA) benzoquinoacetico

oxidagdo lpohmerlza(;ao oxidacao lpolimerizagéo

melanina melanina

Figural. Vias de formag&o de melanina em bactérias.

Foi demonstrado que cepas de B. cenocepacia sdo capazes de produzir um
pigmento marrom semelhante a melanina capaz de atenuar o estresse oxidativo em
linhagens de mondcitos humanos (ZUGHAIER et. al; 1999). Outros estudos
demonstraram que a B. cenocepacia € capaz de produzir um precursor essencial para
formacdo da melanina a partir de um intermediario (HGA). A mutacdo no gene hppD
que codifica a produgdo desse pigmento, resulta em uma cepa ndo pigmentada. Além
disso, foi observado que a auséncia deste pigmento levou o aumento da sensibilidade ao
estresse oxidativo in vitro e reduziu a sobrevivéncia intracelular da bactéria em uma
linhagem celular de murinos. Porém, ainda ndo € conhecido o mecanismo de biossintese
desse pigmento (KEIHT, et. al., 2007).
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2.5 Aspectos clinico

2.5.1 Formas de infeccéo
Trés formas de aquisicdo sdo reconhecidas para B. pseudomallei: inoculacéo,

ingestdo e inalagdo. Como em outras doencgas infecciosas, a carga do inéculo é fator
determinante para perfil e gravidade da doenca. A infeccdo humana ocorre apos
exposicdo ao solo e agua contaminados por inalacdo e/ou aspiracdo de particulas de
poeira ou goticulas de &gua, por ingestdo ou por inoculacdo em pele ndo integra e
mucosas (CHENG; CURRIE, 2005).

Trabalhos mostram o aumento do nimero de casos da doenca em locais onde
ocorram terremotos, ventanias, tempestades e locais onde ocorra poeira gerada por
helicopteros (CHENG, et. al., 2008). Inglis et al., (2011) relatam casos esporadicos de
melioidose em regiBes ndo endémicas apOs tempestades tropicais e ciclones durante o

verao.

A inoculacdo é citada na literatura como uma forma de aquisi¢do freqlente de
melioidose cutanea em agricultores, 0s quais se contaminam com lama e agua durante o

periodo de cultivo e colheita de arroz. (Chaowagul et. al .,1989)

Embora a inoculacéo e a inalacdo sejam consideradas como as rotas primarias de
infeccdo por melioidose, evidéncias clinicas indicam a ingestdo como uma rota
alternativa de infeccdo (OESTE et. al., 2010) Rolim et al., (2009) citam um caso de
melioidose por afogamento apds acidente automobilistico, no municipio de Aracoiaba,

interior do estado do Ceara.

Formas menos comum tém sido descritas na literatura, tais como transmisséo
pessoa para pessoa, transmissdo sexual e vertical. Alem disso, foi descrita a transmissao
de B. pseudomallei experimentalmente através de artropodes, com o mosquito Aedes
aegypti (DANCE, et. al., 2000; CHENG; CURRIE, 2005).

O periodo de incubacdo da doenca € variavel, sendo que nos casos agudos o
periodo costuma ser curto. Estudos mostram que o periodo de incubacdo pode variar de
1 a 21 dias, apresentando média de 9 dias (STEVENS, GALYQV, 2004). A infeccdo
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também pode ser recorrente ou permanecer latente por varios anos, ja tendo sido

descrito manifestacdo da doenca 62 anos apés a contaminacdo (NGAUY, 2005).

2.5.2 Manifestacdes clinicas
Nas infeccbes por B. pseudomallei, como nas infeccbes por outros

microrganismos, as interag0es parasito-hospedeiro dependem, principalmente, da
viruléncia da cepa, carga do indculo e da resposta da imunidade do hospedeiro. Além
desses fatores, outro fator importante para o desenvolvimento da melioidose é a
existéncia de fatores de risco. A diabetes mellitus é citada na literatura com o fator de
risco mais importante para o desenvolvimento da melioidose, seguido por uso de alcool,
doencga pulmonar cronica e doenca renal cronica, leucemia, linfomas e talassemias
(HASSAN, et. al., 2010).

A doenca apresenta um complexo e amplo espectro de manifestac@es clinicas,
incluindo infeccBes latentes, lesdes cutaneas locais, pneumonia subaguda, abscesso,
infeccdes musculo-esquelético e pneumonia fulminante letal (WHITE, et. al., 2003,
CHENG, CURRIE, 2005; HASSAN, et. al., 2010).

A manifestacdo clinica mais freqliente é a septicemia, comumente associada com
pneumonia e disseminacdo bacteriana de sitios distantes, como em abscessos hepéaticos
e esplénicos. A bacteremia e pneumonia acontecem em aproximadamente 50% dos
pacientes com melioidose. Abscesso hepatoesplénico € relatado em 25% dos pacientes
com melioiose na Tailandia, enquanto que nos pacientes da Australia é relatado em
apenas 6% dos pacientes (INGLIS, et. al., 2006; LIMMATHUROTSAKUL, et. al.,
2010; PEACOCK, et. al., 2011).

Infeccéo por B. pseudomallei pode gerar osteomelite e artrite séptica, além disso,
plstulas superficiais, abscessos subcutdneos e piomiosite sdo manifestagdes
relativamente comuns, citadas na literatura, ocorrendo em aproximadamente 15-25%
dos casos (CHENG, CURRIE, 2005).

InfeccBes do trato geniturinario sdo manifestaces comuns da melioidose na
Australia, ocorrendo abscesso prostatico em 18% dos pacientes do sexo masculino. E

citado na literatura um caso de abscesso pélvico em paciente do sexo feminino e um
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caso de aneurisma micotico causado por B. pseudomallei no Brasil (ROLIM, et. al.,
2009; SIDRIM, et. al., 2010).

2.6 Diagnostico Laboratorial

O isolamento e identificacdo de B. pseudomallei de espécimes clinicos
continuam sendo a técnica padrdo ouro para diagnostico da melioidose. InUmeras
técnicas tém sido empregadas para reduzir o tempo de diagnostico da doenga, como
deteccdo de antigenos e anticorpos a partir do espécime clinico e de culturas, além de

técnicas moleculares.

Para manipulagdo de B. pseudomallei s&o recomendadas medidas de contencéo
de biosseguranca 3, quando existe potencial risco de aerossolizacdo do patdégeno por
causa do elevado risco de infeccdo adquirida em laboratério (LEE et al., 2007). A
bactéria esta incluida na categoria B de agentes criticos publicada em 2001 pelo CDC
(Centers for Disease Control and Prevention).

2.6.1 Diagnostico microbiologico

2.6.1.1 Caracteristicas morfoldgicas
B. pseudomallei é um bacilo Gram-negativo que mede 5 um de comprimento e
de 0,5 a 1,0 um de largura com extremidades arrendodadas, € mével, levemente curvo e
ndo formador de esporos. A bactéria possui uma coloracdo bipolar, é vacuolizado e

descrito com aparéncia de
(ASHDOWN, 1979;WUTHIEKANUM, et. al., 1996).

- alfinete de seguranca -""como mostrado na figura 2

s

Figura 2. Esfregaco de material purulento aspirado de génglio mediastinal corado pelo Gram
apresentando bacilos Gram-negativos bipolares com aspecto semelhante a broche de seguranca.
Fonte: LAPERE 2010.
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A bactéria possui crescimento répido e capacidade de crescer em diferentes
meios de cultura ndo seletivos e seletivos. As colénias podem variar de rugosa a
mucoide, e a coloracdo é bastante variavel, dependendo do meio de cultivo. Nos meios
agar sangue e chocolate as colénias apresentam coloracdo creme, e em agar Ashdown,
BPSA (meio seletivo para Burkholderia pseudomallei) e Mac Conkey as coldnias
apresentam coloracdo purpura (VIRGINIO, 2005) como mostrado na figura 3. As
colénias de Burkholderia pseudomallei apresentam um odor caracteristico de “terra”
(DANCE, et al., 1989).

Figura 3 Crescimento de B. pseudomallei em &gar-sangue(1l) apresentando colénias com
aspecto seco de tonalidade branco-acinzentada, em &gar-MacConkey(2) ) colénias com
aspecto ligeiramente rugoso e coloracdo purpura e em gar BPSA mostrando coldnias
rugosas de coloracéo purpura (3). Fonte: LAPERE, 2011.

2.6.1.2 Caracteristicas bioquimicas
A capacidade adaptativa de B. pseudomallei esta relacionada com o seu grande

potencial metabdlico, sendo capaz de utilizar uma variedade de substratos, incluindo

acucares como, lactose, glicose, maltose e manitol (INGLIS, et., 2006).

B. pseudomallei é um microrganismo aerobico, mas possui capacidade de
realizar respiragdo anaerobica, podendo sobreviver em ambientes com baixas
concentracdes de oxigénio, e ainda utilizar nitratos para crescer sob condicdes
anaerobicas através de fosforiliacdo oxidativa (KANALI, et. al., 1994).

As espécies de Burkholderia sdo classificadas como ndo-fermentadoras de
glicose, sendo os principais testes para identificd-las dentro do grupo de nao-
fermentadores: KIA (Kliger Iron Agar) ou TSI (Triplice Sugar Iron Agar), com
visualizacdo de pico e fundo alcalinos para B. pseudomallei em ambcs o5 meies, além
da utilizacdo da glicose em meio Oxidacdo-Fermentacdo (OF), reducdo de nitrato e
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citocromo oxidase, tendo o microrganismo perfil bioquimico positivo para os testes
citados (KONEMAN, 2001).

B. pseudomallei tem sido distinta em dois bi6tipos diferentes relacionados com a
sua capacidade de assimilar oxidativamente a L- arabinose. Os bidtipos capazes de
assimilar a L-arabinose (ara +) sdo considerados avirulentas, sendo isolados
predominantemente em amostras ambientais. J& os bi6tipos que ndo sdo capazes de
assimilar a L-arabinose sdo considerados virulentos, sendo isolados em amostras
clinicas e ambientais. Devido as diferencas no genotipo, fenétipo e patogenicidade, foi
proposto que o biotipo avirulento (ara+) fosse denominado como uma nova espeécie,
Burkholderia thailandensis, devido a alta taxa de isolamento desse microrganismo em
solos tailandenses . No Nordeste da Tailandia, onde a melioidose € frequente, 75% dos
isolados do solo sdo incapazes de assimilar a L-arabinose (ara-), enquanto na regido
central, onde a melioidese é incomum, a maioria dos isolados sdo avirulentas (ara+)
(SMITH, et. al., 1997; INGLIS, et. al., 2001; WIERSINGA, et. al., 2006).

O isolamento do microrganismo pode ser realizado em meios de cultura, como
agar sangue, CLED (Cistina-lactose-eletrdlito-deficiente), &gar chocolate e Mac
Conkey, embora os meios Ashdown e BPSA sejam o0s meios seletivos para B.
pseudomallei. O meio Ashdown é constituido por soja caseina, glicerol, cristal violeta e
gentamicina, sendo os dois ultimos agentes seletivos inibidores de microrganismos
Gram-positivos, além do vermelho neutro que € incorporado as colénias em
crescimento conferindo a cor purpura caracteristica das colénias neste meio. O BPSA
(meio seletivo para Burkholderia pseudomallei) desenvolvido por Howard e Inglis
(2006) é um meio seletivo para B. pseudomallei e inibe o crescimento de muitos
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. (ASHDOWN, 1979; DANCE, et.
al., 1989; WUTHIEKANUN, et. al., 1996; LIMMATHUROTSAKUL, et. al., 2010).

Além das caracteristicas das colbnias e as provas bioguimicos existem 0s
sistemas semi-automatizados (APl 20E, APl 20NE) e automatizados (Vitek 2) que
permitem a identificacdo de B. pseudomallei (DANCE, et. al., 1989; KOONEMAN,
2001).

A identificagdo de B. pseudomallei fora das regides endémicas é um grande

desafio, podendo ocorrer identificagdo errdnea do microrganismo. Isso se deve ao fato
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de B. pseudomallei ser uma espécie estreitamente relacionada com outras espécies de
Burkholderia em espécimes clinicos ndo-estéreis, além de algumas cepas B.

pseudomallei apresentarem morfologia atipica de colénias. (INGLIS et al., 2005).

2.6.2 Diagnaéstico sorolégico
Os metodos imunoldgicos para identificagdo de B. pseudomallei podem ser

divididos em dois grupos: os que detectam anticorpos e 0s que detectam antigenos. Os
testes utilizados incluem ensaio de hemaglutinacdo indireta, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), imunocromatografia e ensaio de imunofluorecéncia. Vale
ressaltar que o valor diagnostico soroldgicos é questionavel em areas endémicas, devido
a alta soropositividade da populacdo saudavel, além da ocorréncia de rea¢des cruzadas
com outros microrganismos (CHENG, et. al., 2011;. NUTI, et. al., 2011; PEACOCK, et.
al., 2011).

Inquérito soroldgico realizado por Rolim e colaboradores (2011) em dois
municipios cearenses acometidos por melioidose, mostraram alta soropositividade em
individuos que vivem nestas areas. Anticorpos IgM e IgG contra B. pseudomallei foram
encontrados em 51,27% e 58.49%, respectivamente, de um total de 317 amostras.

Antigenos também podem ser pesquisados nas colbnias suspeitas de B.
pseudomallei isoladas de espécimes clinicos para uma rapida identificacdo, como o teste
de aglutinacdo em latex com anticorpos monoclonais contra a proteina 30kDa de B.
pseudomallei (PONGSUNK et al., 1999). Testes para deteccdo direta de antigenos
foram desenvolvidos em laboratdrios de pesquisa na Tailandia para serem usados em
espéecimes clinicos, tais como escarro, urina ou secre¢fes purulentas (ISMAIL et al.,
1987). Para deteccédo de antigenos em espécimes clinicos, a imunofluorescéncia, é uma
das metodologias empregadas com uma sensibilidade e especificidade, comparadas a
cultura como padrdo ouro, de 66% e 99,5%, respectivamente. Apesar dos estudos
publicados sobre a deteccdo de antigenos de B. pseudomallei,ndo existem, até hoje,kits
comerciais disponiveis para este fim,sendo utilizados apenas em laboratorios de
referéncia (SPRAGUE;NEUBAUER, 2004).
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2.6.3 Diagndstico molecular
O diagnostico precoce de melioidose é fundamental para sobrevivéncia do

paciente, e 0s atrasos no diagnéstico sdo responsaveis pelas altas taxas de mortalidade.
Técnicas moleculares ,como a PCR, sdo métodos rapidos, simples e especificos, que
envolvem a amplificacdo de sequéncias especificas de DNA de regiGes conservadas
(MERRIT, et. al., 2006; GRISHKINA, SAMYGIN, 2010).

ReacOes de PCR sdo descritas para identificacdo de B. pseudomallei, onde os
principais alvos sdo 16S do DNA ribossdmico nuclear (DNAr), 23S DNAr, regido
intergénica 16S-23S DNAr (também denominada de ITS - internal transcribed spacer),
o gene flagelina C (flicC), o gene da subunidade protéica ribossomal 21S (rspU), o gene
da sintese de lipopolissacarideos tipo Il (LPS), um SNP (single nucleotide polimorfism)
e genes que codificam o sistema de secrecao do tipo Il em B. pseudomallei. (GAL, et.
al., 2005). Couto e colaboradores (2009) reportaram o diagnostico de B. pseudomallei
diretamente de um lavado broncoalveolar por PCR através da detecdo de um espacador
16-23S.

A técnica de PCR em tempo real tem demonstrado vantagens quanto a
sensibilidade e rapidez em relag&o a técnica de PCR convencional. Por conta disso, essa
técnica esta sendo cada vez mais utilizada por diversos autores para deteccdo molecular
de B. pseudomallei, onde o principal alvo citado na literatura é o sistema de secre¢do
tipo 111 (SUPAPRON, et. al., 2007).

2.7 Tratamento e perfil de sensibilidade

A terapia com antimicrobianos adequados deve ser iniciada na suspeita de
melioidose, visto que terapias inadequadas ou ndo instituidas rapidamente sao
responsaveis por altas taxas de mortalidade da doenca. As cepas de B. pseudomallei sdo
intrinsecamente resistentes a muitos antibidticos, notadamente penicilina e outros [3-
lactdmicos, eritromicina e gentamicina. Além de possuir resisténcia relativa a
quinolonas e macrolideos, limitando as opg¢des terapéuticas para o tratamento da
melioidose. Os antimicrobianos atualmente recomendados para tratar melioidose sdo

ceftazidima, imipenem, meropenem, amoxicilina/clavulanato, cefoperazona/sulbactam,
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sulfametoxazol/trimetoprim, doxiciclina e cloranfenicol (GALYOV, et al., 2010;
LIMMATHUROTSAKUL, et. al., 2010; PEACOCKet. al., 2011).

O tratamento da melioidose é dividido em duas fases: a fase inicial intravenosa,
que pode durar de 10 a 14 dias ou até o aparecimento de resposta clinica e a fase oral,
que pode durar de dois a seis meses. Os antibidticos carbapenémicos (imipenem e
meropenem) ou a ceftazidima sdo reconhecidos como o tratamento de escolha para
melioidose. A terapia oral consiste na administracdo de sulfametoxazol/trimetoprim
isolado ou em combinacdo com doxiciclina. A amoxicilina combinada com &cido
clavulanico pode ser uma alternativa para pacientes com intolerancia a
sulfametoxazol/trimetoprim, além de ser a terapia de primeira escolha para criangas e
mulheres grévidas na Tailandia, apesar de existir um risco aumentado de recaidas
guando comparado ao tratamento com sulfametoxazol/trimetoprim (LEELARAMASE,
2004; WUTHIEKANUN, et. al., 2005).

B. pseudomallei ndo sé € resistente a terapia com muitos antibidticos, mas
clinicamente falha em responder as drogas em que é susceptivel in vitro. E citado na
literatura casos de resisténcia a antimicrobianos utilizados no tratamento da melioidose,
como a ceftazidima e sulfametoxazol/trimetoprim. A resisténcia a ceftazidima é citada
como sendo causa a produgdo de B-lactamases da classe A e D (HO, et. al., 2002). O
sequenciamento do genoma de B. pseudomallei revelou a presenca de genes de B-
lactamase de classe A, C e D, e que a resisténcia a -lactamicos desenvolvida em cepas
de B. pseudomallei esta relacionada com mutacdes nos genes pen A e oxa relacionados
com a producdo de B-lactamases da classe A e D (CHING SAM , et al., 2009; KUNG,
et. al., 2010; ESTES, et. al., 2010; RHOLL, et al, 2011).

Maior atencdo tem sido focada para o papel dos biofilmes na protecdo de B.
pseudomallei contra a agdo dos antibioticos. Sawasdidoln e colaboradores (2010) citam
que as B. pseudomallei pode ser até 200 vezes mais resistentes quando em biofilme do
que quando na forma plancténica. Combinagdes de antibidticos contra B. pseudomallei
em biofilmes tem-se mostrado efetivas, como: ciprofloxacina-claritromicina,
ciprofloxacina-azitromicina e imipenem-azitromicina. Contudo, a relevancia clinica
desses tratamentos ainda ndo € bem conhecida (CHENG; CURRIE, 2005;
SAWASDIDOLN, et. al., 2010
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A sensibilidade bacteriana a antimicrobianos pode ser avaliada in vitro por
métodos laboratoriais qualitativos e quantitativos. Dentre essas técnicas, podemos citar
0 metodo de difusdo em disco, uma técnica qualitativa que se baseia na inibicdo
bacteriana ao longo do gradiente de difusdo da droga em agar-Mueller-Hinton a partir
do disco de papel impregnado com droga a ser testada. As técnicas quantitativas
incluem a microdiluicdo e a macrodiluicdo em caldo. A microdiluicdo em caldo é uma
técnica que utiliza placas estéreis de 96 pocos com o fundo em formato de “U”, na qual
concentracdes seriadas da droga serdo testadas, sendo a menor concentragcdo capaz de
inibir o crescimento do microrganismo considerado como a Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM). A técnica de macrodiluicdo em caldo possui 0 mesmo principio da
técnica de microdiluicdo, a diferenca € que a primeira é realizada em tubos (CLSI,
2009).

O CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) é uma organizagédo
responsavel pela criacdo de normas de referéncia que garantem a padronizagdo técnica
dos testes de sensibilidade a microrganismos, tratando de assuntos como a selecéo e
preparacdo dos agentes antifungicos, a interpretacdo dos testes, bem como, o uso de
testes de controle de qualidade, facilitando assim a comunicacdo e padronizacdo entre
os diversos laboratérios na utilizacdo dessas técnicas. O CLSI padroniza a técnica de
microdilui¢do em caldo através documentos M7-A8 de 2009.

2.8 Novas Estratégias Terapéuticas

O desenvolvimento de resisténcia de B. pseudomallei a antibiéticos utilizados na
pratica clinica esta sendo cada vez mais constante, por isso é necessario a busca de

novas drogas para complementar o arsenal terapéutico para tratamento da melioidose.

Alguns trabalhos vém demonstrando a atividade in vitro de drogas sob cepas de
B. pseudomallei, como o doripenem o qual demonstrou uma atividade antimicrobiana
comparavel a atividade obtida por drogas ja utilizadas no tratamento da melioidose,
como o imipenem e meropem. Outras drogas como, ertapenem, tigeciclina estdo
apresentando atividade in vitro contra B. pseudomallei, porém ndo existe ainda um
break point para essas drogas (THAMLIKITKUL; TRAKULSOMBOON, 2009; SAM,
et. al., 2010; HARRIS, et. al., 2011).
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A atividade antimicrobiana de peptideos contra B. pseudomallei € citada na
literatura como uma promissora alternativa terapéutica contra microrganismos
resistentes (SIM, et. al., 2011). Kanthawong e colaboradores (2011) demonstraram que
0s peptideos LL-37 e LL-31 possuem atividade antimicrobiana contra cepas de B.

pseudomallei.

O farnesol é um &lcool sesquiterpeno presente em muitos 6leos essencias de
plantas, como por exemplo, Puchea dioscorides e Pittosporum undulatum,
possivelmente para proteger do ataque de predadores (GRACE, 2002; MEDEIRQOS, et.
al., 2003). Este composto € capaz de inibir in vitro alguns microrganismos, como:
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Paracoccidioides brasilienses,
sinalizando o seu potencial antimicrobiano (KOO et al., 2002; INOUE, et al., 2004;
JABRA-RIZK, et al., 2006; DERENGOWSKI, et al., 2009).

Alguns estudos tém demonstrado a capacidade do farnesol em aumentar a
sensibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos, indicando uma possivel agédo
como coadjuvante terapéutico, além da sua atividade antimicrobiana contra bactérias em
biofilme (JABRA-RIZK, et.al., 2006; UNNANUNTANA et. al., 2009). Cugini e
colaboradores (2007) relataram a acdo do farnesol de reducdo da producéo do sinal de

quinolona pseudomanas (PQS) em cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Kuroda e colaboradores (2007) avaliaram a combinacdo do farnesol com
antimicrobianos frente a cepas MRSA (Staphylococus aureus resistentes a meticilina) e
MSSA (S. aureus sensiveis a meticilina), além de avaliar a influéncia do farnesol sobre
a expressdo das PBPs (proteinas de liga¢do a penicilinas) ¢ a producdo de B-latamases.
Os autores observaram reducdo de 256 vezes do CIM quando ampicilina foi combinada
com o farnesol em cepas de S. aureus produtoras de p-lactamases, enquanto o CIM
reduziu apenas 24 vezes em cepas de S. aureus ndo produtoras de - lactamases. Os
autores observaram ainda a maior produc¢ao de B-lactamases em cepas que foram
incubadas com farnesol através da quantificacdo da enzima por meios colorimétricos,

efeito este que ndo foi observado em cepas incubadas na auséncia do farnesol.

Akiyama e colaboradores (2002) observaram a agdo inibitoria do farnesol sobre

cepas de S.aureus e sua agdo coadjuvante quando combinado com B-lactdmicos. O
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alcool sesquiterpeno foi capaz de diminuir a concentracao dos B-lactdmicos em até dez

veze quando combinadas com o farnesol.

Além da acdo antibacteriana do farnesol, 0 composto atua como potente agente
antifangico frente ao fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis (Derengowski et
al., 2009), e ainda possui efeito citotoxico em Candida albicans, em determinadas
concentragOes e condi¢des ambientais (LANGFORD ET al., 2010). O composto atua
como precusor na via de biossintese de esterdis isoprendides em Candida albicans
(HORNBY et al., 2001; CHO et al., 2008). Estudos revelaram que este atua como uma
molécula quorum-sensing estando envolvido na inibi¢do da filamentacdo (HORNBY et
al., 2001; CHO et al., 2008), na formacéo de bofilmes (GORDON et al., 2002; JABRA-
RIZK et al., 2006) e, mais recentemente, foi demonstrado que este composto também
apresenta papel importante na resisténcia ao estresse oxidativo (DEVEAU et al., 2010).
Acredita-se que essa caracteristica desempenhe um papel importante em C. albicans na

reducdo da competi¢do de outros microrganismos (SEMIGHINI et al., 2006).

Navarathna e colaboradores(2007) através de estudos in vivo demonstraram que
a administracdo de farnesol teve efeito tdxico insignificante sobre os ratos,
independentemente da via de administracdo ou concentracdo do farnesol, ndo houve
diarréia ou mortalidade. Além disso, ndo houve diferencas significativas no ganho de

peso ou consumo de agua, durante em um periodo de observacéo de 14 dias.
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. B. pseudomallei possui a capacidade de produzir melanina in vitro?

2. O composto farnesol isoladamente e em combinagdo combinagdes com
antimicrobianos possuem atividade inibitoria in vitro frente as cepa de B.

pseudomallei?
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4.0HIPOTESES

1. Cepas de B. pseudomallei produzem melanina in vitro quando submetidas a

meios contendo substratos fenolicos,

2. O farnesol e suas combinagdes com antimicrobianos possuem atividade

inibitoria in vitro frente as cepas de B. pseudomallei.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de melanina em cepas de B. pseudomallei, analisando a
sensibilidade de cepas melanizadas e ndo melanizadas frente a antimicrobiano in vitro,
assim como determinar a sensibilidade de cepas de B. pseudomallei frente ao farnesol e

suas combinacdes com antimicrobianos.

5.2 Objetivos especificos

1. Verificar a presenca do gene hppD que codifica a producdo de um precursor

da melanina em cepas clinicas e ambientais de B. pseudomallei;

2. Verificar o padrdo fenotipico de cepas clinicas e ambientais de B.
pseudomallei frente aos meios de cultura contendo substratos fendlicos, tais
como BHI (Brain Heart Infusion) adicionado de é&cido caféico e é&gar
semente de Niger;

3. Avaliar a sensibilidade de cepas de B. pseudomallei melanizadas e néo
melanizadas frente ao imipenem e realizar curva de morte;

4. Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do farnesol frente a
cepas de B. pseudomallei;

5. Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do farnesol em

combinacgdo com agentes B-lactamicos frente a cepas de B. pseudomallei.
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Sesquiterpene Farnesol Contributes to Increased Susceptibility to
B-Lactams in Strains of Burkholderia pseudomallei
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This study aimed to evaluate the in vitro combination of farnesol and f-lactams against Burkholderia pseudomallei. A total of 12
B-lactamase-positive strains were tested according to CLSI standards. All strains were inhibited by farnesol, with MICs ranging
from 75 to 150 M. The combination of this compound with B-lactams resulted in statistically significant 3-lactam MIC reduc-
tion (P =< 0.05). This study provides new perspectives for the use of farnesol combined with B-lactam antibiotics against strains

of B. pseudomallei.

Burkhu Ideria pseudomallei is a Gram-negative bacillus that
causes melioidosis, a severe and potentially fatal disease en-
demic to Southeast Asia and hyperendemic to northern Australia
(2, 17).

Some antibiotics currently recommended for the treatment of
melioidosisare ceftazidime, imipenem, meropenem, amoxicillin-
clavulanate, cefoperazone-sulbactam, trimethoprim-sulfamethoxazole,
doxycycline, and chloramphenicol (17). However, B. pseudomalleihas
developed resistance to these drugs (14, 15, 17, 18); hence, it is neces-
sary to search for new agents that are effective against this microor-
ganism.

The sesquiterpene alcohol farnesol is present in many essential
oils of plants, such as Pluchea dioscoridis and Pittosporum undula-
tuni, possibly to protect against attack by predators (5, 12}, Farne-
sol has also been detected in the supernatant of Candida albicans
broth cultures, as it is a quorum-sensing molecule of this fungal
species (11).

Moreover, farnesol is able to inhibit some microorganisms,
such as Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, and Paracoc-
cidioides brasiliensis, indicating its potential antimicrobial activity
(4, 6-9), which has also been demonstrated against bacterial bio-

concentration ranges were from 0.25 to 128 mg/ml for amoxicillin
(Roche, Brazil), from 0.25/0.125 to 128/64 mg/ml for amoxicillin-
clavulanate (Roche, Brazil), from 0.0312 to 16 mg/ml for imi-
penem (Roche, Brazil), and from 2 to 1,024 mg/ml for ampicillin
{Ariston, Brazil) and oxacillin (Ariston, Brazil) (3). The aminogly-
cosides gentamicin and amikacin (Roche, Brazil) were tested in
the ranges of 64 to 0.125 mg/ml and were used as controls. For
farnesol (E,E-farnesol; Sigma-Aldrich, Brazil}, a concentration of
0.585 to 300 pM was used for all samples. The inocula were pre-
pared with saline solution after 24 h of colony growth in Mueller-
Hinton agar, and they were adjusted to 0.5 on the McFarland scale
and diluted to 1:100, resultingin 5 X 10° CFU/ml. Plates were read
after 24 h of incubation. The MIC was defined as the lowest con-
centration able to inhibit 100% of growth (3). After obtaining the
MICs of the individual drugs, the antibiotics were combined with
farnesol. For the combination assay, sub-MIC concentrations of
farnesol and antibacterial drugs were used. The initial concentra-
tion of drugs in combination was the MIC obtained for each in-
dividual isolate. Then, successive drug dilutions were performed,
reaching a final concentration that was 256 times lower than the
final concentration of the drug alone. Statistical analvsis was per-




films (16). Some studies have shown the al::ilir}' of farnesol to
increase the susceptibility of microorganisms to antimicrobi-
als, indicating possible applicability as an adjuvant drug (7).
Brehm-5Stecher et al. (1) reported increased susceptibility of 5.
aureus to ciprofloxacin, clindamycin, erythromycin, gentami-
cin, tetracycline, and vancomycin, as well as of Escherichia coli
to polymyxin B, when these drugs were combined with farne-
sol. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro
activity of farnesol, alone and in combination with 3-lactams,
against strains of B. pseudomallei.

We used 12 strains of B-lactamase-producing B. pseudomallei,
stored in the Laboratory of Emerging and Reemerging Pathogens
(LAPERE} of the Federal University of Ceard. Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, methicillin-
resistant  Staphylococcus  aureus (MRSA), and B-lactamase-
negative 5. aureus were used as experimental controls, Suscepti-
bility testing was performed by the broth dilution method, as
standardized by CLSI, described in document M07-A8 (3). The
medium used was Mueller-Hinton broth (Difco, USA), and the
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formed using Student’s t test for paired samples, with 5% signifi-
carce.

In this study, all tested B. pseudomallei strains were susceptible
to farnesol, with MICs ranging from 75 to 150 pM. To our knowl-
edge, the antimicrobial activity of farnesol against B. pseudomallei
has not been reported previously, although studies have con-
firmed the inhibitory effect of farnesol on the growth of different
microorganisms (4, 6-9, 13). Despite the high virulence of B. pseu-
domallei, the farnesol MICs found in this study are lower than
those reported for other bacteria, such as 5. aureus, which was
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TABLE 1 Increased antimicrobial susceptibility of Burkholderia pseudomallei and MRSA strains treated with farnesal®

MIC (pg/ml) without/with farnesol (fold ratio of increased susceptibility by farnesol} for:

Strain AMOX AMOX + CLA OXA AMP IMI AMI GEN

B. pseudomalle
03-6-033 =>128/16 (=8) 8/4, 1/0.5 (8) 256/64 (4) 64/16 (4) 0.25/0.125 (2) 16/16 32732
03-6-034 >128/16 (=8) 32/16,0.5/0.25 (64) 256/64 (4) 128/32 (4) 0.5/0.25 (2) 32/32 32/32
03-6-035 64116 (4) 8/4, 0.5/0.25 {18) 64116 (4) 64/16 (4) 0.5/0.25 (2) 32/32 3232
03-6-036 =>128/16 (=8) 8/4,0.5/0.25 (18) 128/64 (2) 128/64(2) 0.5/0.25 (2) 32/32 32732
03-6-037 128/16 (8) 8/4, 1/0.5 (8) 128/32 (4) 128/64 (2) 0.5/0.25 (2) 32/32 3232
03-6-038 128/16 (8) 16/8,2/1 (8) 1,024/16 (84) 1,024/128 (8) 1/1 32/32 32732
05-3-008 6416 (4) 8/4, 1/0.5 (8) 1,024/16 (84) 1,024/256 (4) 0.25/0.25 16/16 1&6/16
05-3-009 64116 (4) 412, 0.5/0.25 (8) 1,024/16 (84) 1,024/256 (4) 0.5/0.5 16/16 32732
05-3-010 128/16 (8) 16/8, 1/0.5 (146) 256/8 (32) 256/256 (1) 0.5/0.5 64/64 64/64
03-6-039 128/32(4) 814, 2/1 (4) 1,024/64 (16) 1,024/256 (4) 0.25/0.25 32/32 88
03-6-040 >128/32 (=4) 8/4,2/1 (4] 512/32 (1&) 512/256 (2) 0.5/0.5 128/128 B8
03-6-041 128/8 (186) 814, 2/1 (4) 1,024/128 (8) 1,024/512 (2) 1/1 16/16 16/16
MRSA 1,024/32(32) 32016, 16/8(2) 1,024/32 (32) 1,024/64 (16) 1,250/1,250

B-Lactamase-negative 5. aurcus 242 0.5/0.25, 0.5/0.25 (.25/0.25 0.25/0.125 (2) 4/4

* AMOX, amaoxicilling CLA, clavulanic acid; OXA, oxacilling AMP, ampicilling IMI, imipenerm; AMI, amikacin; GEN, gentamicin.

shown to be susceptible to farnesol at concentrations equal to or
greater than 1,000 pM (1).

Another important finding of this study was a statistically sig-
nificant reduction in the MICs for amoxicillin (P = 0.0001 ), am-
picillin (P = 0.0026), and oxacillin (P = 0.0001), when combined
with farnesol, which decreased the MICs up to eight times for
amoxicillin and up to three times for ampicillin and oxacillin. The
triple combination of amoxicillin-clavulanate (P = 0.0005) and
farnesol resulted in MIC reductions of up to five times. The com-
bination of farnesol and imipenem (P = 0.0105) showed a more
discrete reduction compared to the other B-lactams, possibly be-
cause imipenem already has strong antimicrobial activity against
strains of B. pseudomallei and its association with other drugs con-
tributes little to its effectiveness. In contrast, the MIC values of the
aminoglycosides amikacin and gentamicin against 8. pseudomalle
did not change when they were combined with farnesol. Addition-
ally, the combination of farnesol with $3-lactams against the
MRSA strains resulted in reductions of up to six times in the MICs
of amoxicillin and oxacillin and up to five times in the MICs of
ampicillin. On the other hand, there was no reduction in
B-lactam MICs after combination with farnesol against strains
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domallei, but it is necessary to perform further in vivo studies to
evaluate the effectiveness of these combinations.
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Abstract

Burkholderia pseudomallei is a Gram-negative bacillus with a variety of
virulence factors that allow its persistence in vivo and contributes for the development
of melioidosis. These factors are intrinsic to the microorganisms and vary remarkably
among different strains. This study detected the gene hppD, responsible for the
production of the melanin precursor HGA (4-hydroxy-phenylpyruvic acid dioxygenase),
in B. pseudomallei strains, and evaluated the production of this pigment by these
microorganisms, when grown on a medium containing phenolic substrates.
Furthermore, the antimicrobial susceptibility to imipenem, the drug of choice for the
treatment of melioidosis, and the death dynamics of melanized and non-melanized
strains were compared. The gene hppD was detected in all B. pseudomallei strains and
melanin production was observed in the medium containing phenolic substrates. The
non-melanized and melanized strains showed no differences between the MICs, but the

melanized strains demonstrated greater survivability when in contact with the drug.

Keywords: Burkholderia pseudomallei, melanin, gene hppD, susceptibility, imipenem,

virulence.

Introduction

Burkholderia pseudomallei is a Gram-negative bacillus that causes melioidosis,
a a severe and often fatal infectious disease. It can be caused by inoculation, inhalation
and ingestion of the microorganism that is widely distributed in the environment (Cheng
& Currie, 2005).

Melioidosis has been reported in the tropics between the latitude of 20 °N and 20
%S, mainly covering Southeast Asia, Northeast Thailand and Australia (Inglis et al.,
2006). In Brazil, melioidosis is considered an emerging disease, that was first described
in 2003 in the Northeastern part of the country in the State of Ceara (Rolim et al., 2003;
Sidrim et al., 2011).

B. pseudomallei has an arsenal of virulence factors that allow its escape from the
hosts’ defense mechanisms contributing for its in vivo survival (Galyov et al., 2010).

Several studies have shown that these factors are intrinsic to the microorganisms and
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vary remarkably among different strains. Recently, the ability to produce melanin was
reported as an important virulence factor of B. cenocepacia species, as it was shown to
increase resistance to oxidative stress and the intracellular survivability of the organism.
Melanin production in B. cenocepacia is associated with the synthesis of 4-hydroxy-
phenylpyruvic acid dioxygenase (HGA), an essential precursor of this pigment in this
bacterial species, which is encoded by the gene hppD (Keith et al., 2007). Melanization
is considered important in microbial pathogenesis and it has been associated with
virulence in many microorganisms, such as fungi, bacteria and helminths (Frases et al.,
2007). Although melanin is not essential for microbial survival, it increases their
survivability by inhibiting biofilm degradation, acting against hydrolytic enzymes and
protecting DNA and other molecules from ultraviolet light, which ensures survival in
the environment (Nosanchuk et al., 2006).

In this study, we investigated the presence of the hppD gene, which encodes the
melanin precursor HGA in strains of B. pseudomallei and also the phenotypical
expression of melanin in a medium containing phenolic substrates. Furthermore, we
evaluated the susceptibility of melanized and non-melanized B. pseudomallei strains to

imipenem and the resulting death dynamics.

Materials and Methods

Microorganisms: Twenty strains of B. pseudomallei (ten environmental isolates and
ten clinical isolates) were used. All strains were stored in the bacterial collection of the
Laboratory of Emerging and Re-emerging Pathogens (LAPERE) of the Federal
University of Ceara. The strain of Candida albicans ATCC 10231 was used as negative
control and the strain Cryptococcus neoformans CEMM 05-2-076 as positive control for

the evaluation of the in vitro production of melanin and its staining.

hppD gene amplification by PCR: The following primers were used: 2379 (5-
AAAATCTAGAGTCGGCACCGACGGCTTC3) and 2380
(5’ AAAATCTAGAGGATGTTCAGCTCCATCGGG-3Y). The reaction was conducted
in a final volume of 10 pL, containing 1 pL of DNA (100 ng/uL), 2.5 mL of 10X
reaction buffer (New England Biolabs, UK), 1 mmol/L of MgCl; (Invitrogen, USA), 50
pmol of each primer 2379 and 2380 (Invitrogen, USA), 10 mmol/ L of each
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deoxyribonucleotide and 1 U Tag DNA polymerase (New England Biolabs, UK). The
gene amplification was performed in an hppD MultiGene thermocycler (Labnet, USA),
performing a touchdown PCR reaction with initial denaturation step at 95 °C, for 2
minutes, annealing at 62 C for 1 minute and extension at 72 °C for 1 minute, followed
by touchdown to 65 C to -1 °C/cycle for a total of 10 cycles, continuing with 21 cycles
of denaturation at 95 C for 1 minute, annealing at 55 °C, for 1 minute and extension at
72 °C for 1 minute. Finally, a final extension at72 °C for 8 minutes was carried out.
After amplification, the product was stored at -20 C until the time of running on 0.8%
agarose gel stained with ethidium bromide and was displayed on a transluminator
(Keith et al., 2007).

Detection of melanin by phenotypical methods: The strains of B. pseudomallei were
placed on BHI agar supplemented with caffeic acid (Difco, USA). Muller Hinton agar
(Difco, USA) was used as a negative control because it has no precursor for melanin
production. The plates were incubated at 37 °C for 10 days to demonstrate the presence
or absence of pigment (Keith et al., 2007; Texeira et al., Tendolkar et al., 2003).

Fontana-Masson staining for melanin demonstration. Smears of B. pseudomallei, C.
albicans and C. neoformans obtained from the media containing phenolic substrates and
Miller Hinton agar were stained by the Fontana-Masson method to evidence the
presence of melanin, as described by Fontana-Masson (CLSI, 2009; Known-Chung et
al., 1981). We used the Cryptococcus neoformans CEMM 05-2-076 strain as positive
control and the Candida albicans ATCC 10231 strain as negative control.

Evaluation of antimicrobial susceptibility against the melanized and non-
melanized strains: The melanization of the strains was performed in BHI
supplemented with caffeic acid and the non-melanized strains were used as controls and
placed on Miiller Hinton agar. The melanized and non-melanized cultures were
incubated at 35 °C for 24, 48 and 72 hours. At each interval the broth microdilution test
was performed, as described by the document M100-S19 from the CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute). Imipenem was used for the test at a concentration
ranging from 0.625 to 32 mg/mL. The microdilution plates were read after 24 hours of
incubation (Duin et al., 2002).
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Death dynamics induced by imipenem of melanized and non-melanized strains: In
order to evaluate the death dynamics after exposure to imipenem, we used 12 randomly
chosen strains of B. pseudomallei. The previously melanized and non-melanized strains
were exposed to imipenem at three different concentrations (0.5, 0.25 and 0.125
mg/mL), through broth microdilution methodology, as mentioned above. The cultures
were incubated with the drug for 1 to 2 hours at 35 °C. After this period, aliquots of the
bacterial suspensions were plated on Mauller Hinton agar with a calibrated
bacteriological loop of 0.01 pL and incubated at 35 C for 24 hours in order to perform
UFC counting (Duin et al., 2002).

Statistical analysis: The results obtained for the melanized and non-melanized strains
against imipenem were statistically analyzed through the Student-t test.

Results

The hppD gene was found in all 20 strains of B. pseudomallei used in the present
study. Fragments of approximately 300 bp were observed (Figure 1).

Pigment production was noted in the B. pseudomallei strains on BHI agar
supplemented with caffeic acid. As for the control strains Cryptococcus neoformans
CEMM 05-2-076 and Candida albicans ATCC 10231, the brownish pigment was

present and absent, respectively.

The bacillus presented a brown color in the strains of B. pseudomallei that were
subcultured on BHI agar supplemented with caffeic acid. This was not observed when
they were subcultured on Muller Hinton agar, which was used as negative control
(Figure 2).

No difference was observed between the MICs of imipenem against the
melanized and the non-melanized strains. MICs values ranged from 0.25 to 1 pg/mL.
The average cell count of the melanized strains, after 1 hour in contact with the drug,
was 3.48 X 10° cells, whereas the average count for the non-melanized cells was 1.47 X
10° cells. Similar result was observed after 2 hours, with an average melanized count of
4.12 X 10° cells and the average non-melanized count of 2.43 X 10° cells. The Student-t
test for paired samples showed that the number of non-melanized cells was smaller than
the number of melanized cells, after 1 (P=0.0001) or 2 (P=0.0025) hours of exposure to

imipenem (Figure 3).
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Figure 1. Representative gel of the amplification of the gene hppD, demonstrating
300bp fragments. M: 100 bp marker; 1 to 9: samples of B. pseudomallei; NC: negative
control.

Figura 2. Fontana-Masson staining showing the production of melanin, after growth of
a] B. pseudomallei; b] Cryptococcus neoformans and c] Candida albicans on BHI agar

supplemented with caffeic acid.
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Figure 3. Death dynamics of melanized and non-melanized strains of B. pseudomallei
s1 and 2 hours after exposure to imipenem. *P=0.0001 and ** P= 0.0025.

Discussion

The hppD gene found in the strains of B. pseudomallei used in the study is
responsible for conversion of 4-hidroxipiruvato into HGA, which is an oxidized
polymer that produces the characteristic brown pigment melanin (Keith et al., 2007).
Melanin plays an important role in protecting organisms against oxidative stress in vivo,
as demonstrated in strains of B. cenocepacia, where the pigment is able to attenuate the
oxidative stress within human monocytes (Zughaier et al., 1999). The production of this
pigment has been reported in many fungi isolated from soil, including pathogenic fungi
to humans, and it has been postulated that the pigment can protect organisms from
environmental stress and UV light (Nosanchuk et al., 2006). Agodi et al. (1996)
demonstrated the production of a melanic pigment by Proteus mirabilis from the L-
forms of various aromatic amino acids through a modified Fontana-Masson assay.

Melanin has not been described in strains of B. pseudomallei and this pigment
may be associated with virulence. Melanization has been considered important in
bacterial pathogenesis, since it is related to the virulence of many microorganisms
(Nosanchuk et al., 2006). It is likely that this pigment is also related to the high capacity
B. pseudomallei to remain viable for long periods in the environment under adverse
conditions.

Melanin production in bacteria usually occurs through catabolism via tyrosine or
3,4 dihydroxypyruvate HGA (L-DOPA). In B. cenocepacia, it has been shown that
melanin is produced via HGA, which is encoded by the hppD gene (Keith et al., 2007).
Since this gene is also present in B. pseudomallei, most likely, this also represents the
route of melanin production in this microorganism.

Although melanized and non-melanized strains presented the same MIC values
in this study, the melanized strains showed greater survivability after exposure to
imipenem, when compared to the non-melanized strains. This finding shows that the
presence of melanin decreases the antimicrobial susceptibility of B. pseudomallei to
imipenem. Duin et al. (2002) observed a similar phenomenon with strains of

Histoplasma capsulatum and Cryptococcus neoformans against antifungal agents.
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This study detected the gene hppD in strains of B. pseudomallei and
demonstrated that this microorganism produces melanin, when grown on media
containing phenolic substrates. The identification of this pigment in B. pseudomallei
contributes to the elucidation of mechanisms related to virulence and survival in the

environment and the host.
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8.0 CONCLUSOES

Todas as cepas de B. pseudomallei testadas possuem o gene hppD responsavel
pela formagéo do precursor 4-hydroxy-phenylpyruvic acid dioxygenase essencial na
sintese de melanina e foram capazes de produzir melanina in vitro quando semeadas em
meio agar BHI acrescido de cido caféico. As cepas de B. pseudomallei foram sensiveis
in vitro ao farnesol isolado e a suas combinagdes com B-lactdmicos (amoxicilina-acido
clavulanico, ampicilina e oxacilina) apresentando reducdo estatisticamente significativa
dos CIMs, ndo sendo observado o mesmo para as drogas: amicacina e gentamicina,
sinalizando uma possivel agdo do farnesol como inibidor de B-lactamase. Esse trabalho,
portanto, demonstrou um novo fator de viruléncia, melanina, ainda n&o citado na
literatura para B. pseudomallei, além de propor a acdo do sesquiterpeno farnesol como

um possivel inibidor de B-lactamase.
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ANEXO |
MATERIAIS E METODOS

Biosseguranca
Todos os procedimentos envolvidos na manipulacdo dos microrganismos foram
realizados em capela de fluxo laminar I1/B em medidas de contencdo de biosseguranca

nivel 3, conforme o preconizado para B. pseudomallei (PEACOCK et al., 2008).

Microrganismos

Foram utilizadas 20 cepas de Burkholderia pseudomallei (10 isolados
ambientais e 10 isolados clinicos) identificadas através do VITEK, rea¢Ges de PCR
utilizando primers especificos Bpl (CGATGATCGTTGGCGCTT) e Bp4
(CGTTGTGCCGTATTCCAAT) (Merrit, et. al., 2006) e sequenciamento da regido 16S
e ITS. Todas as cepas estavam estocadas em meio minimo e pertencem a bacterioteca
do Laboratério de Patdgenos Emergentes e Reemergentes- LAPERE da Universidade
Federal do Ceara (tabela 1). Foram utilizadas como controle Candida albicans ATCC
10231 e Cryptococcus neoformans CEMM 05-2-076 para os testes fenotipicos. Para os
testes de sensibilidade foram utilizadas as cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA).



Tabela 1 Origem dos isolados clinicos e ambientais de B. pseudomallei.
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Cepas Origem Local
03-6-033 Clinica Tejucuoca
03-6-034 Clinica Tejucuoca
03-6-035 Clinica Tejucuoca
03-6-036 Clinica Ubajara
03-6-037 Clinica Aracoiaba
03-6-038 Clinica Granja
05-3-008 Clinica Itapdje
05-3-009 Clinica Ubajara
05-3-010 Clinica Pacoti
05-3-011 Clinica Ocara
03-6-039 Ambiental Tejuguoca
03-6-040 Ambiental Tejuguoca
03-6-041 Ambiental Tejuguoca
03-6-042 Ambiental Tejucuoca
03-6-043 Ambiental Tejuguoca
03-6-044 Ambiental Tejuguoca
03-6-045 Ambiental Tejuguoca
03-6-046 Ambiental Tejuguoca
03-6-047 Ambiental Tejuguoca
03-6-048 Ambiental Tejuguoca
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Deteccdo de melanina

Deteccdo de melanina por métodos fenotipicos

As cepas clinicas e ambientais de B. pseudomallei foram semeadas em Agar
semente de Niger (Pastlbor, Brasil), Agar BHI suplementado com acido caféico (Difco,
USA) e Agar Muller Hinton (Difco, USA) usado como controle. As placas foram
incubadas a 37 °C por até dez dias, sendo as mesmas observadas diariamente quanto a
formacdo de pigmento (TENDOLKAR et al., 2003.; KEIHT, et. al., 2007; TEXEIRA,
et. al., 2010). As cepas de Candida albicans ATCC 10231 e Cryptococcus neoformans
foram utilizadas como controle negativo e positivo respectivamente para producao de

melanina.

Coloracéo para melanina
Os esfregacos obtidos das culturas crescidas nos meios BHI acrescido de acido
caféico, agar semente de Niger e em agar Muller Hinton foram corados pelo método de

Fontana-Masoni especifico para melanina (Kown-Chung, et. al., 1981).

Avaliacao da sensibilidade antimicrobiana frente as cepas
melanizadas e ndo melanizadas

A melanizagdo das cepas foi realizada em BHI acrescido de &cido caféico e as
cepas ndo melanizadas utilizadas como controles foram semeadas em &gar Muller
Hinton. As culturas melanizadas e ndo melanizadas utilizadas foram incubadas a 35°C
por 24, 48 e 72 horas (Duin et. al.,2002). Apds a cada periodo de crescimento, foi
realizado o teste de microdiluicdo em caldo baseado no documento M7-A8 do CLSI
(Clinical Laboratory Standart Institute). A droga utilizada para o ensaio foi 0 imipenem
no intervalo de 0,03125-32 pg/uL . A leitura foi realizada apds 24 horas de incubagéo a
35 °C. O CIM foi considerado a concentracdo a qual foi capaz de inibir 100 % do

crescimento bacteriano (figura 5) (CLSI, 2009)

Curva de morte de cepas melanizadas e ndo melanizadas frente ao
imipenem

As cepas previamente melanizadas e ndo melanizadas como descrito
anteriormente foram inoculadas em 3 ml de salina e ajustada para a escala 0,5 de

McFarland. A partir dessa solucdo foram realizadas diluicdes para conter 5 x 10°
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UFC\mL (CLSI, 2009). Para realizacdo do teste foi utilizado imipenem em trés
concentracdes diferentes 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,125 pg/mL. Em seguida as
culturas foram incubadas com a droga por 1 e 2 horas, ap0s esse periodo aliquotas das
culturas foram semeadas em Agar Muller Hinton utilizando algas descartaveis
calibradas de 0,01pl e incubadas a 35 °C por 24 horas para realiza¢cdo da contagem das
colonias Os resultados obtidos para cepas melanizadas e ndo melanizadas foram

analisados estatisticamente através do teste de Student (Duin, 2002).

Extracdo de DNA gendmico a partir de culturas de B. pseudomallei
O DNA gendmico foi extraido pela utilizacdo do sistema comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, EUA) de acordo com as instrucdes do

fabricante.

Para o procedimento, os 20 isolados de B. pseudomallei estocados foram
inicialmente cultivados em &agar sangue a 37 °C por 48horas. Feito isso, uma Unica
col6nia foi entdo repicada para caldo BHI e incubada a 37 °C por 24horas e feita a

coloracdo de Gram para checar a pureza dos cultivos (Couto, 2009).

O protocolo do kit para extracdo de DNA gendmico de bactérias Gram-negativas
encontra-se descrito no Anexo 3. Aliquotas de DNA obtidas ap06s o primeiro tratamento
com o tampéo de lise foram incubadas em caldo BHI a 37 °C por 7 dias. A auséncia de
qualquer crescimento garantiu a seguranca do procedimento. Apés o término desta etapa

as amostras de DNA genémico foram estocadas a 4 °C.

Amplificacdo do gene hppD por PCR

Foram utilizados 0S seguintes iniciadores: 2379 (5-
AAAATCTAGAGTCGGCACCGACGGCTTC-3") e 2380 (5°-
AAAATCTAGAGGATGTTCAGCTCCATCGGG-3"). A reacdo foi conduzida em um
volume final de 10pl, contendo 1ul de DNA (100ng/ul), 2,5 pL de tampéo de reagédo
10X (New England Biolabs, Reino Unido), 1 mmol/L de MgCI2 (Invitrogen, USA), 50
pmol de cada iniciador 2379 e 2380 (Invitrogen, USA), 10 mmol/L de cada
desoxirribonucleotideo e 1U de Tag DNA polimerase (New England Biolabs, Reino

Unido). A amplificacdo do gene hppD foi realizada em termociclador Multigene
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(Labnet, USA), sendo realizada reacdo de PCR touch down com etapa inicial de
desnaturacdo a 95°C por 2 minutos, anelamento a 62°C por 1 minuto e extensao a 72°C
por 1 minuto, seguida de touch down a 65°C com -1°C/ciclo num total de 10 ciclos,
continuando com 21 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Por fim extensdo final a 72°C por 8
minutos. Apds a amplificacdo, o produto foi armazenado a — 20°C até a realizagdo da
corrida em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio a 0,5 pg/ml (KEIHT, et.
al., 2007).

Testes de sensibilidade de B. pseudomallei ante o farnesol isolado e em
combinacées com B-lactamicos:

Agentes antimicrobianos

Para os testes de sensibilidade foram utilizados o farnesol, B-lactdmicos: amoxicilina
(Roche, Brasil), amoxicilina-acido clavulanico (Roche, Brasil), ampicilina (Ariston,
Brasil) e oxacilina (Ariston, Brasil) e imipenem (Roche, Brasil) e os aminoglicosideos

amicacina (Roche, Brasil), gentamicina (Roche, Brasil) como controles.

Para o preparo das solugdes estoques na concentracdo de 1mg/mL, foi utilizada
agua destilada estéril como diluente para as drogas: ampicilina, oxacilina, amicacina e
gentamicina. Para diluicdo do imipenem foi utilizado tampéo fosfato 0,01 mol/L a pH
7,2. Para amoxicilina e &cido clavulanico foi utilizado tampéo fosfato pH 0,01 mol/L
pH 6,0 como descrito no documento M7- A8 (CLSI, 2009). Para o farnesol foi utilizado
0 DMSO (dimetilsulfoxido) como diluente. Todas as solu¢Ges foram agitadas em vortex
até a completa dissolucdo das drogas. A partir das solugdes estoques foram preparadas
as solucdes de uso, as quais foram preparadas numa concentragao quatro vezes maior do
que a concentracdo inicial utilizada no ensaio. Para as drogas em combinacéo, a solugédo
de uso foi preparada oito vezes maior. Os intervalos de concentragdo para as drogas
utilizadas estdo descritas na tabela 2 (CLSI,2009). Em seguida as drogas foram

armazenadas em freezer a -20°C até o momento do uso.
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Tabela 2. Intervalo de drogas antimicrobianos utilizadas no teste de microdiluicdo em caldo.

Drogas Intervalo

Farnesol (M) 1,172-600
Amoxicilina (ug/mL) 0,25-128

Amoxicilina + Ac. Clavulanico (ug/mL) 0,25/0,125-128/64

Imipenem (pug/mL) 0, 312-16
Ampicilina(ug/mL) 2-1024
Oxacilina (ug/mL) 2-1024

Amicacina (ug/mL) 0, 125-64

Gentamicina (ug/mL) 0, 125-64

Preparo do in6culo para o teste de sensibilidade

Para confeccdo do indculo bacteriano, as cepas de B. pseudomallei foram
repicadas em agar Muller Hinton e incubadas por 24 horas em estufa a 35 °C. Em
seguida, usando uma al¢a bacteriologica foi tocado em duas ou trés colbnias de B.
pseudomallei e dissolvidas em 3 ml de solucdo salina estéril. Posteriormente, foi
ajustada a turvacdo da suspensdo na escala 0,5 de McFarland através de
espectofotometria e diluida na proporcao de 1: 100 de M. Hinton caldo para conter 5x
10° UFC/ mL ( CLSI, 2009).

Ensaio de microdiluicdo in vitro
Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo descrito no documento M07-

A8 padronizado pelo CLSI (CLSI, 2009). Para o ensaio de microdiluigéo, foi utilizada
uma placa plastica estéril de microtitulacdo contendo 96 pocos com fundo arredondado
em forma de U. Com o auxilio de um pipetador automatico, foi distribuido em cada um
dos micropocgos 0,1 mL do meio Muller Hinton caldo. Em seguida, 0,1 mL de droga foi

adicionado nos primeiros pocos, a partir dos quais a droga foi diluida de forma seriada
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até os pogos da décima coluna. Por fim, 0,1 mL do in6culo bacteriano foi distribuido em
cada pogo. Controles positivos de crescimento e esterilidade foram incluidos para cada
observacao testada. Os procedimentos foram realizados em duplicata. A leitura visual
dos resultados para a determinacao das CIMs foi realizada apds 24 horas de incubacédo a
35°C.

A concentragdo inibitéria minima das drogas utilizadas no ensaio foi
determinada como a menor concentracdo capaz de impedir 100% do crescimento
bacteriano (figura 1) (CLSI, 2009).

Para a realizacdo do controle de qualidade das drogas, foram utilizadas as cepas
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922, como
recomendado pelo CLSI, documento M100-S20 (CLSI, 2010).

l CIM 100 %

Ensaio de combinagdes de drogas in vitro
Apos a determinagdo do efeito inibitdrio das drogas isoladas, foi avaliada a
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atividade antibacteriana das combinagdes: Farnesol + p-lactimicos (amoxicilina,
amoxicilina + acido clavulanico, imipenem, ampicilina e oxacilina). Como controle foi
realizado a combinacao do farnesol com aminoglicosideos ( amicacina e gentamicina).
Para a realizacdo dos testes de sensibilidade, foi seguido o mesmo procedimento

descrito anteriormente.

Os valores de CIM de cada droga isolada foram utilizados como a maior
concentracdo para o preparo das drogas em combinagdo. A concentracdo inibitdria
minima (CIM) das drogas antimicrobianas em combinacdo foi definida como a menor
concentracdo da associacdo de drogas capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano
(CLSI, 2009).

Andlise estatistica
Para avaliagdo da reducéo da Concentracdo Inibitéria Minima, com a utilizagéo
do Farnesol, foi realizada analise estatistica utilizado o teste t-Student para amostras

pareadas. O nivel de significancia adotado para afirmacdes conclusivas foi 5%.
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ANEXO 11

Protocolo: Producéo fenotipica de melanina em meio BHI + &cido caféico

1. Pesar 5,2 g de Agar BHI e dissolver em 100 ml de agua destilada. Ferva para

dissolver o meio completamente.

2. Pesar 0,018g de acido caféico e 0,002g de citrato férrico p/ 100 ml de meio

de cultura. Dispensar em frasco e autoclavar.

3. Armazenar em geladeira. Distribuir o meio em placas de Petri, repicar as
cepas de B. pseudomallei. Incubar em estufa a 37°C e observar a formacéo

de pigmento.



ANEXO 111

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE BACTERIAS
GRAM-NEGATIVAS

WIZARD® GENOMIC DNA PURIFICATION KIT (Promega, Estados Unidos).

PROCEDIMENTO:

1- Adicionar 1.8 mL da cultura bacteriana (com crescimento overnight em caldo BHI)

em microtubo de 1.5 mL,;
2- Centrifugar de 13.000-16.000 x g por 2 minutos. Remover o sobrenadante;

3- Adicionar 600 pL de solucdo de lise nucléica. Pipetar gentilmente até as células

serem resuspendidas;

4- Incubar a 80°C por 5 minutos para a lise celular, e entdo deixar esfriar a temperatura

ambiente;
5- Adicionar 4 pL de solucdo Rnase e inverter o tubo de 2 a 5 vezes para misturar;
6- Incubar a 37°C de 15 a 60 minutos. Deixar esfriar a temperatura ambiente;

7- Adicionar 200 pL de solucdo de precipitacdo de proteinas para as células lisadas
tratadas com a Rnase. Agitar vigorosamente no vortex em velocidade méaxima por

20 segundos;
8- Incubar a amostra no gelo por 5 minutos;
9- Centrifugar de 13.000-16.000 x g por 3 minutos;
10- Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um microtubo de 1.5 mL limpo
contendo 600 pL de isopropanol;

11- Misturar gentilmente por inversdo o conteudo até que uma faixa de DNA forme uma

massa visivel,
12- Centrifugar de 13.000-16.000 x g por 2 minutos;
13- Cuidado ao desprezar o sobrenadante e secar o tubo com papel absorvente limpo.

Adicionar 600 pL de etanol (70%) e inverter o tubo muitas vezes para lavar o pellet

de DNA,;

14- Centrifugar de 13.000-16.000 x g por 2 minutos. Aspirar o etanol com cuidado e

desprezar;

15- Seque o tubo com papel absorvente limpo e deixe o pellet ao ar seco de 10 a 15

minutos;
16- Adicionar 100 pL de solucdo de rehidratagdo de DNA e rehidrate o material por

incubagdo a 65°C por 60 minutos. Feito isso, rehidrate 0 DNA por incubacdo da

solugéo de rehidratagcdo em overnight a temperatura ambiente ou a 4°C;
17- Estoque 0 DNA de 2 a 8°C.
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ANEXO IV

Coloracéo Fontana-Masson
Solucgoes e Reagentes:
1. Solucéo de nitrato de prata
Pesar 10g de nitrato de prata e dissolver em 100ml de agua destilada
2. Solucéo de nitrato de prata Fontana ( NPF)

Em 25 ml da solucdo de AgNO3 10% adicionar gota-a-gota de hidroxido de aménio até
ficar claro e formar precipitado. Armazenar em frasco ambar e deixar em repouso

overnight.
3. Solucéao de trabalho nitrato de prata

Em um baldo de 100ml adicionar 25ml da solucdo NPF e completar o volume para
100ml.

4. Solucdo de trabalho cloreto de ouro

Preparar solucao de cloreto de ouro 1%. Diluir 10 ml dessa solu¢do em 40 ml de agua

destilada.
5. Solucéo de tiossulfato de sddio 5%
Pesar 5¢g de tiossulfato de sodio para 100ml de dgua destilada.
Procedimento:
1. Preparar um esfregaco com o material com o material bioldgico

2. Colocar a ldamina em um becker e aquecer por 2 horas a 56°C imerso na solugéo
de trabalho NPF

3. Lavar 3 vezes com agua destilada
4. Colocar a lamina em contato com a solugéo de cloreto de ouro por 1min

5. Lavar com &gua destilada
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Colocar a Lamina em contato com solugdo de tiossulfato de sddio de sodio %

por 1 min
Lavar com agua destilada
Secar e limpar o lado contrério da lamina

Observar ao microscépio na objetiva de imersdo
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ANEXO V: Concentrac0es inibitdérias minimas para todas as drogas
testadas isoladamente

Cepas |Farnesol | Amicacina | Gentamicina | Amoxicilina | Amoxicilina/Ac.Clav | Ampicilina | Oxacilina | Imipenem
pMML | pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL | pgmL | pg/ml

03-6-033 150 16 64 >128 8/4 64 256 0,5
03-6-034 150 32 32 >128 32/16 128 256 0,25
03-6-035 150 32 32 64 8/4 64 64 0,25
03-6-036 150 32 32 >128 8/4 128 128 0,25
03-6-037 150 32 32 128 8/4 128 128 0,25
03-6-038 150 32 32 128 16/8 1024 64 1

05-03-008 | 150 16 16 64 8/4 1024 64 0,25
05-03-009 | 150 16 32 64 4/2 1024 64 0,5
05-03-010| 150 64 64 128 8/4 256 64 0,5
05-03-011| 150 64 4 128 8/4 0,125
03-6-039 150 32 8 >128 8/4 1024 128 0,25
03-6-040 150 128 8 128 8/4 512 64 0,5
03-6-041 150 16 16 128 8/4 1024 256 1

03-6-042 150 64 32 128 16/8 - - 1

03-6-043 75 64 32 >128 32/16 - - 0,25
03-6-044 150 16 16 >128 4/2 - - 0,5
03-6-045 150 16 8 64 8/4 - - 1

03-6-046 75 <0,5 1 2 1/0,5 - - 1

03-6-047 150 <0,5 <0,5 2 8/4 - - 0,5
03-6-048 150 128 32 128 8/4 - - 1

LEGENDA: -: Ndo testado




ANEXO VI: Concentracdes inibitorias minimas para as drogas
testadas em combinacédo com farnesol
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Cepas Farnesol | Amicacina | Gentamicina | Amoxicilina | Amoxicilina/Ac.Clav | Ampicilina | Oxacilina | Imipenem
pMmL | pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL | pgmL | pgml
03-6-033 18,75 16 32 16 0,5 16 64 0,125
03-6-034 18,75 32 32 16 0,25 32 64 0,25
03-6-035 18,75 32 32 16 0,25 16 16 0,25
03-6-036 18,75 32 32 16 0,25 64 64 0,25
03-6-037 18,75 32 32 16 0,5 64 32 0,25
03-6-038 18,75 32 32 16 1 128 16 1
05-03-008 | 18,75 16 16 16 0,5 256 16 0,25
05-03-009 | 18,75 16 32 16 0,25 256 16 0,5
05-03-010 | 18,75 64 64 16 0,5 256 8 0,5
05-03-011 | 18,75 64 4 16 - - - -
03-6-039 9,375 32 8 8 1 256 64 0,25
03-6-040 37,5 128 8 32 1 256 32 0,5
03-6-041 37,5 16 16 32 1 512 128 1
03-6-042 75 64 32 64 - - - -
03-6-043 75 64 32 64 - - - -
03-6-044 37,5 16 16 32 - - - -
03-6-045 37,5 16 8 32 - - - -
03-6-046 37,5 16 32 32 - - - -
03-6-047 37,5 16 32 32 - - - -
03-6-048 37,5 128 32 32 - - - -

LEGENDA: -: Ndo testado




80

ANEXO VII

Analise estatistica da combinacdo de drogas com Farnesol

Reducédo na Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), com a utilizacédo do Farnezol

Droga n  Correlagdo  p-valor t p-valor

Amoxicilina (ug\mL) 20 0,096 0,6884 10,305 0,0000
Amoxicilina\ Clavulanato(ug\mL) 12 0,150 0,6424 4,492 0,0005
Ampicilina (pg\mL) 12 0,727 0,0074 3,483 0,0026
Imipenem (ug\mL) 12 0,915 0,0000 2,691 0,0105

Oxacilina(ug/mL) 12 0832 0,0008 5209 0,0001
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