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Sumario

Sumario

A resisténcia aos antibidticos ¢ um problema global e emergente, sendo as -
lactamases o principal mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibioticos B-lactdmicos em
bactérias de Gram negativo. O principal objectivo deste trabalho consistiu em avaliar a
diversidade das B-lactamases produzidas por um grupo de 126 bactérias de Gram negativo,
isoladas no periodo de 2004 a 2008 em diversos ambientes clinicos, em particular as [-
lactamases de espectro alargado (ESBL), AmpC e carbapenemases.

O teste de susceptibilidade aos antibidticos, permitiu determinar a expressao fenotipica
das B-lactamases produzidas pelos isolados em estudo e dirigiu ainda a pesquisa molecular
dos genes que codificam essas enzimas, os genes bla, de acordo com esse fenotipo. As -
lactamases ESBL, identificadas por sequencia¢do nucleotidica daqueles genes e andlise
bioinformatica, eram da familia TEM (TEM-10, TEM-24 e TEM-52), SHV (SHV-12), CTX-
M (CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-15 e CTX-M-32) e GES-1, sendo CTX-M-15
as enzimas mais comuns. Entre o total de isolados estudados 81 eram produtores desta enzima
CTX-M-15, encontrando-se disseminada entre as vdarias espécies, provenientes de varias
regides do pais o que, associado a dados anteriores, sugere a sua disseminagdo crescente,
eventualmente clonal, nomeadamente a nivel hospitalar. Ai verificou-se existir disseminada
por varios servigos. Entre as f-lactamases de classe A de Ambler, foram ainda detectadas as
penicilinases SHV-1, TEM-1 e SHV-28, estando relacionadas com falsos fenotipos ESBL
identificados, devido a provavel hiperproducao.

A caracterizacdo bioquimica de B-lactamases AmpC cromossomicas, realizada por
focagem isoeléctrica, permitiu confirmar a expressao destas enzimas, tendo sido verificado
que as estirpes de Pseudomonas, Citrobacter e Enterobacter spp co-produziam ainda -
lactamases CTX-M-14, CTX-M-15, SHV e TEM-tipo, focalizando em pls pré-definidos.
Entre as B-lactamases de classe C, foram ainda detectadas as AmpC plasmidicas DHA-1 e
CMY-2, nunca antes descritas em Portugal.

A avaliacdo dos parametros cinéticos para a nova enzima, SHV-99, revelou uma maior
afinidade (K,) para as penicilinas, cefalosporinas de terceira geragdo e aztreonam, o que nos
leva a sugerir que substituicdes aminoacidicas na posi¢do 104 de Ambler podem estar

envolvidas no reconhecimento e discriminacao dos substratos.
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Em conclusdo, a co-expressdao frequente de duas ou mais B-lactamases nos isolados
deste estudo, a diversidade de familias de B-lactamases identificadas, nomeadamente em
diferentes espécies, e a resisténcia a diferentes antibidticos [B-lactdmicos que lhes esta
associada, partilhando sobretudo fenotipos de multirresisténcia, constitui um panorama

preocupante que interessa valorizar em termos de satide publica.
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Introducdo

1. Introducdo

1. Perspectiva global

Foi com a descoberta da penicilina e das sulfamidas, em 1928 e 1932,
respectivamente, que se iniciou o processo de sintese comercial de antibidticos e sua
administragdo terapéutica. Ao longo do tempo, estes fArmacos contribuiram para o controlo
das infecgdes de forma generalizada e provaram ser uma mais-valia a nivel clinico
(Livermore, 2003; Levy, 1998).

Porém, o impacto causado pelos antibidticos foi muito além do contributo notavel a
nivel de satde publica, pois a sua accdo na vida microbiana, ao longo dos anos, causou a
emergéncia de agentes patogénicos resistentes a estes e outros agentes biocidas. Varias
décadas apos a identificagdo dos primeiros casos de resisténcia aos antibiodticos, este tema

continua a constituir um desafio global em termos de saude publica (Kummerer, 2003).

2. Agentes antimicrobianos: antibidticos B-lactimicos

Para compreender os mecanismos de resisténcia das bactérias a um antibidtico deve
conhecer-se a sua estrutura € mecanismo de ac¢ao. Um antibiotico € um composto natural que
mata uma bactéria ou inibe o seu crescimento. Actualmente, os antibidticos e o0s
quimioterapicos estdo incluidos no conceito de antimicrobianos. Uma vez que as opinides se
dividem quanto a aplicagdo destes conceitos, ao longo deste trabalho utilizaremos, de forma
corrente, o termo antibidtico.

Os antibidticos actuam através da inibicdo de processos essenciais a multiplicacao da
célula bacteriana e, em ultima instancia, a sua sobrevivéncia. Podem ser classificados em
diferentes grupos em funcdo da sua estrutura alvo na célula bacteriana, diferenciando-se em
inibidores da membrana citoplasmatica, inibidores da sintese de acidos nucleicos, inibidores
de sintese proteica e inibidores da sintese da parede celular (Murray et al., 2005).

Entre os mecanismos de ac¢do antimicrobiana, a inibicdo da sintese da parede
bacteriana ¢ executada pelos antibidticos B-lactdmicos, entre outros. Sendo este grupo de
antibidticos um dos mais utilizados, nomeadamente em Portugal, os mecanismos de
resisténcia que lhe estdo associados serdo a tematica central deste trabalho (Donowitz e
Mandell, 1988; Muller et al., 2007).

Efectivamente, os antibidticos [-lactamicos destacam-se dos demais pela sua

relevancia na terapé€utica clinica. Este estatuto deve-se, essencialmente, a uma propriedade



Introducdo

importante — auséncia de toxicidade para organismos eucariotas — pois estes antibidticos
possuem como local de ac¢do uma estrutura que existe unicamente em bactérias — o
peptidoglicano.

Os antibidticos B-lactamicos sdo constituidos estruturalmente pelo anel B-lactamico, o
qual d4 o nome ao grupo. Este anel pode apresentar-se isolado, como € o caso particular dos

monobactamicos ou conjugado com outro anel, resultando em estruturas biciclicas (Tabela I).

Tabela 1. Classes de antibioticos f-lactamicos, subclasses, exemplos e estrutura quimica.

Classe Subclasse Exemplo Estrutura quimica
(Classe)
Penicilinas Penicilinas penicilina ﬁ g
Aminopenicilinas amoxicilina, ampicilina ~ R—¢—NH
Ureidopenicilinas piperacilina / N
o COOH
Carboxipenicilinas ticarcilina
Penicilinas resistentes as cloxacilina, meticilina,
penicilinases oxacilina
Amidinopenicilina meciliname
Cefemes Cefalosporinas 1%geracdo cefalotina, cefazolina o]
. , . . | s
Cefalosporinas 2%geragao cefuroxima R—C~—NH —‘(
Cefalosporinas 3%geragao cefotaxima, ceftazidima,
——N
ceftriaxona 0/ 2y
. ~ . COOH
Cefalosporinas 4°geragao cefepima
Cefamicina cefoxitina
Monobactimicos - aztreonam o
R—C—NH ——‘
4 AN
0 O H
» 3
Penemes Carbapenemes ertapenem, imipenem, # R
meropenem
S—R
/— N
e}
COOH
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As penicilinas surgem como um exemplo no qual o anel B-lactamico se encontra unido
a um anel de tiazolidina, enquanto nas cefalosporinas aquele anel existe associado a um anel
de dihidrotiazina. Por fim, a classe dos carbapenemes exibe uma cadeia lateral hidroxietil
associada ao anel B-lactimico (Donowitz e Mandell, 1988; Murray et al., 2005; Normark e
Normark, 2002).

De uma forma geral, ¢ a constitui¢do dos radicais referenciados como R ¢ R’ que dita
as propriedades das diferentes classes de antibidticos -lactamicos que existem disponiveis

para a pratica clinica (Donowitz e Mandell, 1988).

2.1.  Mecanismo de acc¢io dos antibidticos p-lactimicos

A penetracdo dos antibidticos B-lactdmicos na célula bacteriana esta directamente
relacionada com a parede. Nas bactérias de Gram positivo o peptidoglicano ¢ o principal
constituinte da parede celular, surgindo como um heteropolimero de composi¢do complexa
que confere resisténcia mecanica a parede. Neste caso, a membrana citoplasmatica, encontra-
se justaposta a parede e € nesta estrutura que estao inseridos, no folheto externo, os alvos dos
antibioticos P-lactdmicos — PBP (Penicilin Binding Proteins) (Figura ). Nas bactérias de
Gram negativo, por sua vez, a parede celular apresenta-se mais estratificada, sendo constituida
por camadas de lipopolissacarideos e fosfolipidos, onde se inserem poros constituidos por

proteinas (as porinas) sob
Cmpefitivn | latiisgetcs as quais se encontra a

Antibiético Antibiético

camada de peptidoglicano.

Macro-moléculas superfi-

ot sl cipmuls Entre esta camada e a

Lipopolissacarideos

(O = Targer PLP NV, 4

membrana citoplasmatica

N/ Membrana externa

N
(Ao e } confina-se 0 espaco
Peptidoglicano

: ; Espaso periplismico periplasmico (Figura 1). E

(periplasma)

[99’% } " no folheto externo da
embrana

<+

citoplasmatica
Citoplasma que se localizam as PBPs

(Murray et al, 2005;

Macro-moléculas superfi-
ciais da cipsula

Peptidoglicano

Membrana
citoplasmitica

membrana citoplasmatica

Normark e  Normark,

2002).

Figura 1. Diagrama representativo da parede de bactérias de Gram positivo

e de Gram negativo (extraido de Pato, 1989).
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Os antibidticos B-lactdmicos impedem a sintese das pontes peptidicas entre as cadeias

justapostas que constituem o peptidoglicano, inibindo a sintese deste composto. Este

componente da parede bacteriana € constituido por cadeias nas quais existe uma unidade

repetitiva, a qual compreende moléculas alternadas de N-acetilglucosamina e de acido N-

acetilmuramico. As cadeias lineares, por sua vez, sdo ligadas por filamentos laterais de

aminoacidos que promovem a unido entre os acidos N-acetilmurdmicos. Existem quatro

A

aminoacidos L e D alternados, sendo os mais
comuns: L-alanina, D-alanina, 4cido D-glutdmico,
D-glutamina e L-lisina ou acido diaminopimélico
(DAP) (Figura 2). Nas bactérias de Gram negativo,
a ligacdao interpeptidica localiza-se entre o grupo
amina do DAP e o grupo carboxilo da D-alanina.
Tal ligacdo, que conduz a eliminacdo do terminal
D-alanina, ¢ vulgarmente denominada por reac¢do
de transpeptidacdo. As transpeptidases ou PBPs
actuam com o acil-D-alanil-D-alanina, originando
um complexo enzima-acil-D-alanil e promovendo a
eliminagdo do terminal D-alanina. Estas enzimas
podem ser inibidas pelos antibidticos B-lactamicos,
que actuam como analogos do referido complexo.
Uma vez ligados entre si, os intervenientes formam
um complexo inibindo a sintese das ligacdes
interpeptidicas do peptidoglicano crescente o que,
em ultima instancia, desencadeia a lise da célula

bacteriana (Murray et al., 2005; Pato, 1989).

Figura 2. Representacdo geral do peptidoglicano. A. O peptidoglicano forma uma rede a volta da célula. B.

O peptidoglicano consiste num polimero com cadeias associadas por ligagdes peptidicas. C. Representagao

da estrutura do peptidoglicano de Escherichia coli. DAP, o aminoéacido na terceira posi¢ao do péptido (c),

estd directamente ligado ao terminal Alanina (d) da outra cadeira. (a) Glutamina; (b) Lisina; G, N-

acetilglucosamina; M, acido N-acetilmuramico (Adaptado de Murray et al., 2005).
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2.2.  Origem da resisténcia aos antibidticos p-lactamicos

No contexto da resisténcia aos antibioticos, os organismos procariotas podem
apresentar um de trés fenotipos fundamentais: resisténcia intrinseca, resisténcia adquirida ou
susceptibilidade. A resisténcia intrinseca ¢ a resisténcia natural exibida por todos os
exemplares de determinada espécie. A titulo de exemplo, os organismos do género
Enterobacter sdo naturalmente resistentes a cefoxitina, fendtipo que surge devido a producao
de uma B-lactamase AmpC cromossémica (Honore et al., 1986, Cavallo et al., 2008).

A resisténcia adquirida aos antibidticos, por sua vez, pode resultar da mutagdo de
genes reguladores ou estruturais, da aquisi¢do de genes de resisténcia veiculados por
elementos genéticos moveis ou da combinagdo de ambos os mecanismos. O fendtipo
resultante da resisténcia adquirida ndo ir4 estar presente em todos os individuos da mesma
espécie, existird apenas nos individuos de uma linhagem bacteriana que derive de um
organismo susceptivel. A aquisicdo de genes de resisténcia faz-se, muitas vezes, através de
elementos moveis, tais como plasmideos, transposdes ou integroes. Os genes que codificam
B-lactamases surgem como exemplo de genes que sdo, muitos deles, disseminados por
plasmideos, os quais podem ser facilmente adquiridos por diversas bactérias patogénicas
(transferéncia horizontal). Naturalmente, a susceptibilidade aos antibidticos resulta da
auséncia total de mecanismos de resisténcia que possibilitem a sobrevivéncia das bactérias na

presenca de determinados compostos (Harbottle et al., 2006).

2.3. Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos p-lactimicos

A resisténcia dos agentes patogénicos aos antibidticos P-lactamicos tem vindo a
aumentar continuamente e, devido a algumas mas préticas a eles associados, parece superar o
ritmo a que novos antibidticos tém sido descobertos e sintetizados. Preocupante ¢ a notavel
adaptacdao das bactérias patogénicas a essas resisténcias. A resisténcia aos antibioticos [-
lactamicos pode resultar de modificagdes do alvo do antibidtico (as PBPs), impermeabilidade
da membrana citoplasmadtica, existéncia de proteinas de efluxo, ou ainda inactivacao

enzimatica do antibiotico (Nikaido, 2009).

2.3.1. Modificacio do alvo

Um dos mecanismos através dos quais as bactérias se tornam resistentes aos
antibioticos surge através de substitui¢des aminoacidicas na proteina que constitui o alvo do

antibiotico, as PBPs. Na maioria dos casos, a proteina torna-se menos susceptivel a ligagao
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com o agente antimicrobiano. Embora este facto tenha sido observado em bactérias de Gram
negativo, o mecanismo de resisténcia ¢ particularmente notoério em bactérias de Gram
positivo. A modificagdo destas transpeptidases pode ser conseguida por um de quatro
mecanismos: 1. substituigdo aminoacidica, que promove a diminuicdo da afinidade entre
antibiotico e PBP; 2. aquisi¢do de novas PBPs; 3. existéncia de proteinas resultantes da
recombinagdo entre genes que codificam PBP’s associadas a expressdo de susceptibilidade e
PBP’s que conduzem a resisténcia ao antibidtico; 4. hiperproducdo da proteina com
consequente aumento do nivel de resisténcia aos antibioticos B-lactdmicos (Georgopapadakou

e Liu, 1980).

2.3.2. Bombas de efluxo

O efluxo do agente antimicrobiano pode conferir um nivel residual de resisténcia. Este
mecanismo pode ndo ser suficiente para expressar resisténcia clinica, porém, em conjunto
com outros mecanismos pode estar na origem de faléncias terapéuticas.

A especificidade do antibidtico pode variar em funcdo da bomba de efluxo. A
resisténcia ¢ frequentemente causada pelo aumento da sintese das proteinas que, no seu
conjunto constituem a bomba, devido, por exemplo, a mutagdes que ocorrem nos repressores
transcricionais destas proteinas. As mutagdes que ocorrem nestes genes podem também levar
a um aumento da eficiéncia do transporte dos antibioticos para o exterior da célula. A titulo de
exemplo, o sistema MexA-MexB-OprD, em Pseudomonas aeruginosa, pode estar associado a
resisténcia ao meropenem. As bombas de efluxo podem ter afinidade para diversos
antibidticos, pelo que estdo frequentemente associadas a multirresisténcia (Harbottle et al.,

2006).

2.3.3. Alteracio da permeabilidade

A resisténcia aos antibidticos ¢ também frequentemente associada a diminui¢do da
permeabilidade que ocorre na membrana exterior das bactérias de Gram negativo. O fluxo de
moléculas para o interior da célula ¢ assegurado através de complexos de proteinas de
membrana, denominadas OMPs (Outer Membrane Proteins), os quais formam canais. A
passagem de moléculas para o interior da célula ¢ influenciada pela sua carga, estrutura e
dimensao. Os antibidticos sao algumas das moléculas que utilizam este percurso para atingir o
interior da célula bacteriana ou, no caso dos antibidticos B-lactamicos, o espago periplasmico.
Em Eschericia coli, por exemplo, as proteinas OmpF, OmpC e OmpE s3o vulgarmente
associadas a resisténcia aos antibioticos. A perda de fungdo destas proteinas, por mutagao dos

6
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genes homoénimos, pode efectivamente causar a diminui¢do da susceptibilidade a vérios

antibioticos (Livermore, 2003).

2.3.4. Producao de enzimas

A degradagdo de antibidticos por enzimas constitui o principal mecanismo de
resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos, sendo aquela hidrdlise produzida por B-lactamases,
no espaco periplasmico, as quais promovem a

clivagem do anel p-lactdmico. As p-lactamases
o
0
e

podem actuar por dois mecanismos: 1. utilizacdo de

19aCi0

10es de zinco capazes de desencadear a ruptura do Complexo

nio-covalente
anel B-lactdmico no caso das metalo-B-lactamases; 2. L
.—[)H 0

utilizacdo da via éster-serina (Figura 3), no caso das Adilagiio
restantes classes de P-lactamases. Neste caso, a Complexe l
. . [ ~ acil-enzima
enzima associa-se ao antibiotico de uma forma nao- . N
Q0

covalente, o que resulta num complexo de Michaelis -
H,0 Hidriolise

ndo-covalente. Numa segunda etapa, ocorre o ataque
ao anel B-lactamico, por parte do grupo hidroxilo da
cadeia lateral de um residuo serina do sitio activo da ._“ HO 0
enzima, originando um acil-éster covalente. A

hidrolise deste éster vai por fim libertar a enzima, que

se encontra activa e disponivel para hidrolisar outras ~ Figura 3. Processo de hidrélise de um

. T T antibidtico B-lactamico por uma enzima
moléculas de antibidtico, enquanto o antibidtico se B p

. . . . . com centro catalitico de serina
encontra  hidrolisado e inactivo (Figura 3)

(Livermore, 1995).

(adaptado de Livermore, 1995).

3. PB-Lactamases

A primeira B-lactamase a ser identificada foi localizada num isolado de E. coli, antes
ainda da utiliza¢do generalizada da penicilina na pratica clinica (Abraham e Chain, 1940).

Seguiu-se a emergéncia e posterior disseminacdo de penicilinases plasmidicas
identificadas em vérias espécies bacterianas. De facto, parece ter sido devido a pressdao de
selec¢dao causada pela secrecdo de agentes biocidas por parte de microrganismos ambientais,
que surgiram as primeiras enzimas resistentes a agentes antimicrobianos. A origem destas
proteinas parece estar associada as proprias PBPs, pois existe uma grande homologia entre

ambas (Ghuysen, 1991).
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A produgdo de B-lactamases constitui 0 mecanismo mais comum de resisténcia aos
antibidticos P-lactdmicos e o mais representativo em bactérias de Gram negativo, tendo
apresentado, ao longo dos anos, um impacto consideravel na actividade daqueles antibidticos.

Abordaremos as caracteristicas de algumas das principais familias destas enzimas e
destacaremos o contributo que tém tido na actividade dos antibioticos [B-lactdmicos e,

consequentemente, em saude publica (Livermore, 1995; Wright, 2003).

3.1. As diversas classificacoes

Ao longo do tempo, tém sido propostas varias classificacdes para as -lactamases, tendo
cada uma delas surgido devido a necessidade de preencher lacunas deixadas pelas
classificagcOes anteriores € com o intuito de caracterizar e ai integrar novas -lactamases. Estas
classificagdes dividem as enzimas de acordo com a sua estrutura molecular, perfil de hidrélise

e resposta aos inibidores (7abela 2).

Tabela 2. Evolugdo da classificagdo molecular e funcional das B-lactamases (adaptado de Samaha-Kfoury e
Araj, 2003)

Ano Autor Base da classificacao

1968 Sawai et al Cefalosporinas vs penicilinas como substratos

1973 Richmond e Sykes Perfil de substrato alagardo; sugestdo de cinco grupos (Ia-d, II, III,
IVeV)

1976 Richmond e Matthew Distingdo das enzimas plasmidicas através de pl

1980 Ambler Separagdo das enzimas em quatro classes moleculares (A-D)

1981 Mitsuhachi e Inoue Adigao da categoria “B-lactamase que hidrolisa cefuroxima”

1989 Bush Expansdo do perfil de substratos, insercao da reac¢do com 4cido

etilenodiamino  tetra-acético  (EDTA), correlagdo  entre
classificagdo molecular e funcional.

1995 Bush, Jacoby e Medeiros Expansdo do esquema de Bush; uso de factores moleculares,
bioquimicos e sequéncia nucleotidica. Sugestdo de classificacdo
em quatro grupos (1-4) com base no espectro de actividade.

Em posicao de destaque encontram-se as classes moleculares definidas por Ambler e
os grupos funcionais estabelecidos por Bush, duas classificagdes em vigor nos dias de hoje
(Tabela 3) (Ambler, 1980; Bush ef al., 1995).

Sao cerca de sete centenas as B-lactamases identificadas e classificadas segundo as
quatro classes moleculares de Ambler e de acordo com os grupos funcionais de Bush, Jacoby

e Medeiros (http.//www.lahey.org/Studies).

As enzimas de classe A e C s3o as mais comuns € possuem um residuo serina no
centro activo, a semelhanca das B-lactamases de classe D. O seu mecanismo de ac¢do tem

como base aquele residuo, o qual estd ausente nas enzimas de classe B, as metalo-p-
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., . e~ . 2+
lactamases, para as quais ¢ requerido um ido Zinco (Zn”"), ou outro metal pesado, no seu

centro activo para a actividade de catalise (Tabela 3) (Livermore, 1995).

3.2.  As principais familias

Apos esta breve introdugdo sobre a designacao das diferentes classes e grupos das -

lactamases, iremos abordar as familias de B-lactamases que apresentam relevancia para este

trabalho.

Tabela 3. Classificagdo das f-lactamases bacterianas (Adaptado de Bush et al., 1995)

Grupo Classe Perfil de hidrdélise Perfil de inibicio Enzimas
Bush- Molecular — representativas
Jacoby- Acido EDTA
Medeiros Clavulanico
1 C Cefalosporinas - - AmpC, MIR-1
2a A Penicilinas + - Penicilinases de Gram
positivos
2b A Penicilinas, Cefalosporinas + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A Penicilinas, Cefalosporinas,  + - TEM-3 a TEM-26,
Monobactimicos SHV-2 a SHV-6, K1 de
Klebsiella oxytoca
2br A Penicilinas + - TEM-30 a TEM-36,
TRC-1
2c A Penicilinas, Carbenicilinas + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d D Penicilinas, Cloxacilina + - OXA-1 a OXA-11,
PSE-2
2e A Cefalosporinas + - Cefalosporinase
de Proteus vulgaris
2f A Penicilinas, Cefalosporinas,  + - NMC-A de
Carbapenemes Enterobacter
cloacae, SME-1 de
Serratia marcescens
3 B Maioria B-lactdmicos, - + L1de
incluindo Carbapenemes Stenotrophomonas
maltophilia,
CcrA de Bacteroides
fragilis
4 ND Penicilinas - ? Penicilinase de

Burkholderia cepacia

ND, Néo determinado.
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3.2.1. p-Lactamases TEM (Classe A)

A enzima TEM-1, da qual derivam as restantes -lactamases tipo TEM (de Temoniera,
nome de doente), ¢ a B-lactamase mais frequentemente detectada em bactérias de Gram
negativo. Esta enzima foi a primeira -lactamase mediada por plasmideos a ser descrita neste
grupo bacteriano, facto que favoreceu a sua rapida disseminacao a nivel global. Actualmente,
pode ser encontrada em varias espécies de Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, Haemophilus
influenzae e Neisseria gonorrhoeae. A titulo de exemplo, estima-se que 90% da resisténcia a
ampicilina em E. coli seja devida a produgdo da -lactamase TEM (Livermore, 1995).

A enzima parental do grupo TEM apresenta a capacidade de hidrolisar penicilinas e,
eventualmente, cefalosporinas de primeira geragdo, como cefalotina e cefaloridina. As
enzimas TEM integram-se nos grupos 2b, 2be, e 2br da classificagdo de Bush-Jacoby-
Medeiros, dependendo se se trata de penicilinases, de B-lactamases de espectro alargado
(ESBL) ou de PB-lactamases resistentes a inibidores (/nhibitor Resistant TEM ou IRT),
respectivamente. TEM-2, a segunda enzima parental, embora derivada de TEM-1, possui uma
unica substituicdo aminoacidica (GIn39Lys) em rela¢do aquela B-lactamase, a qual causa uma
alteracdo do pl de 5,4 para 5,6. No entanto, esta substitui¢ao ndo causa qualquer alteragdo no
perfil hidrolitico da enzima (Chaibi, et al., 1996).

A B-lactamase TEM-3 foi a primeira ESBL descrita nesta familia (Barthélémy, 1985).
A designagao ESBL engloba as enzimas que sdo responsaveis por fenotipos de resisténcia as
cefalosporinas de terceira geragdo (tais como cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona) e por
sinergia com os inibidores de -lactamases, como o 4cido clavulanico.

Hoje em dia, existem 175 enzimas da familia TEM: algumas destas enzimas conferem
fenotipos de resisténcia aos inibidores, no entanto, a maioria sdo ESBL

(http://'www.lahey.org/Studies).

As propriedades cataliticas das enzimas TEM variam de acordo com as substituigdes
aminoacidicas que afectam directamente o sitio activo e, portanto, resultam das alteracdes
nucleotidicas que ocorrem em posicdes especificas do gene blatpm que as codifica. Algumas
destas alteragdes aminoacidicas resultam em variagdes no perfil de hidrolise, como seja a
capacidade para hidrolisar cefalosporinas de terceira geragdo, no caso das ESBL. De facto,
existem residuos aminoacidicos que surgem permanentemente associados as [-lactamases
TEM do tipo ESBL, como a alteragdo de glutamato para lisina na posi¢ao 104, arginina para
serina ou histidina na posi¢ao 164 e glutamato para lisina na posicdo 240 (Bradford, 2001;

Bush e Jacoby, 1997). O aumento do espaco fisico do sitio activo conseguido através das
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substitui¢des aminoacidicas nas posi¢des 238 e 240 produzem comummente um aumento da
susceptibilidade ao acido clavulanico. Estas substitui¢des podem dar origem a enzimas ESBL,
pois produzem uma alteragao do sitio activo, ao qual as cefalosporinas de terceira geracao se
adaptam estruturalmente. Assim, a coexisténcia do fenotipo ESBL e resisténcia aos
inibidores, no que respeita a estas posi¢des, parece ser incompativel (Bradford, 2001; Knox,
1995).

Embora as B-lactamases tipo TEM sejam mais frequentemente encontradas em E.
coli e Klebsiella pneumoniae podem também ser detectadas noutras bactérias de Gram
negativo. No caso especifico das ESBL do tipo TEM, estas tém vindo a ser detectadas em
Enterobacter spp, Morganella morganii, Proteus spp, Salmonella spp e P. aeruginosa

(Jacoby e Munoz-Price, 2005).

3.2.2. pB-lactamases SHV (Classe A)

As enzimas da familia SHV (Sulfidril variavel) estdo inseridas nos grupos 2b, 2be e
2br da classificagao Bush-Jacoby-Medeiros, de acordo com os antibioticos B-lactamicos que
hidrolisam. A B-lactamase SHV-1 ¢ ubiquitaria e cromossémica em K. pneumoniae e confere
resisténcia a ampicilina, amoxicilina, carbenicilina e ticarcilina (Bush ef al., 1995; Livermore,
1995). Em E. coli, por sua vez, a enzima surge frequentemente codificada por genes
plasmidicos. De resto, t€ém também sido encontradas em Citrobacter diversus e P. aeruginosa
(Bradford, 2001).

Actualmente, a maioria das enzimas tipo SHV sdo ESBLs, sendo sobretudo
produzidas por isolados de K. pneumoniae. As SHV ESBL sdo particularmente importantes
na disseminagdo de resisténcias em isolados clinicos na Europa e América, sendo SHV-5 e
SHV-12 das mais comuns deste grupo (Jacoby e Munoz-Price, 2005).

Hoje em dia, conhecem-se 127 variedades de enzimas SHV com base em combinagdes

de substitui¢des aminoacidicas (http./www.lahey.org/Studies). Sdo as alteragcdes que ocorrem

perto ou no sitio activo destas enzimas que mais influenciam o tipo de substratos que
hidrolisam. Adicionalmente, as substituicdes nucleotidicas que codificam novas enzimas
ocorrem, por norma, em posi¢des especificas do gene blasyy. A maioria das enzimas ESBL
desta familia exibe a substituicdo de uma glicina por serina na posi¢ao 238. Por outro lado,
algumas variantes possuem também uma substituicao de glutamato por lisina na posigao 240.
E de realgar que alguns dos aminoacidos, que actuam de forma determinante na defini¢do dos

substratos a que SHV esta associado, sdo os mesmos de TEM. O residuo serina na posi¢ao
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238 ¢ responsavel pela hidrélise da ceftazidima, no entanto, a lisina na posi¢ao 240 promove a
hidrolise da cefotaxima (Heritage et al., 1997). Conhecem-se ainda modificagdes
aminoacidicas que estdo associadas a resisténcia aos inibidores de P-lactamases (Inhibitor
Resistant SHV ou IRS), sendo a substituicdo de lisina por arginina na posicdo 234 um
exemplo (Mendonga et al., 2008).

Actualmente, ¢ de acordo com as substituicdes aminoacidicas (isoladas ou em
associacao) que conferem resisténcia as cefalosporinas de terceira geragcdo existem cerca de

60 ESBLs da familia SHV.

3.2.3. pB-lactamases CTX (Classe A)

As enzimas CTX-M (Cefotaximases) constituem o grupo de ESBL de emergéncia
mais recente, estando actualmente em franca expansdo. De facto, a sua disseminagdo global
tem sido notéria na ultima década (Bonnet, 2004). Em termos filogenéticos estas enzimas
encontram-se relativamente distantes das B-lactamases TEM ou SHYV, isto ¢, estima-se que a
sua homologia seja cerca de 40% (Tzouvelekis et al., 2000). Vérios autores sugerem que este
grupo teré surgido a partir de transferéncia genética horizontal e subsequente mutacao do gene
cromossomico ampC (Ampicilinase de classe C) de Kluyvera ascorbata. Foi a existéncia de
99% de homologia entre os genes ampC e blacrx-v que denunciou a origem do ultimo
(Humeniuk et al., 2002).

Sendo as B-lactamases CTX-M enzimas do tipo ESBL, a capacidade de hidrolisar
cefalosporinas de terceira geragdo estd-lhes associada, uma vez que ¢ intrinseca ao grupo e
ndo teve a sua origem em substituicdes aminoacidicas numa enzima parental, como nas
familias TEM ou SHV. A primeira enzima do grupo, CTX-M-1, foi detectada pela primeira
vez na Alemanha em 1989 (Bauernfeind et al., 1990). Posteriormente, foram identificadas
substitui¢des aminoacidicas que deram origem a novas CTX-M. A disseminacdo crescente
destas enzimas levou a sua identificagdo em varias espécies de Enterobateriaceae. Estudos
filogenéticos permitiram classificar as enzimas CTX-M em cinco grandes grupos, de acordo
com as suas sequéncias aminoacidicas: o grupo CTX-M-1, o grupo CTX-M-2, o grupo CTX-

M-8, o grupo CTX-M-9 e o grupo CTX-M-25 (Tabela 4) (http:/www.lahey.org/Studies).

Trabalhos realizados no ambito da caracteriza¢do bioquimica demonstraram que as
enzimas CTX-M hidrolisam preferencialmente a cefotaxima, dai o seu nome. Adicionalmente,
na maioria das enzimas deste grupo, a hidrolise da ceftazidima existente nao ¢ suficiente para

conferir resisténcia clinica (Tzouvelekis et al., 2000). Tem sido sugerido que o residuo de
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serina na posicdo 237, presente em todas as enzimas CTX-M, ¢ vital para a actividade destas

enzimas.

Tabela 4. Grupos e origem das enzimas CTX-M (Adaptado de Cantén e Coque, 2006)

Agrupamento CTX-M

CTX-M-1 CTX-M-2 CTX-M-8 CTX-M-9 CTX-M-25
Ano (enzima, 1989 (CTX-M- 1986 (FEC-1, 1996 (CTX-M- 1994 (CTX- 2000 (CTX-
pais) * 1, Alemanha) Japao) 8, Brazil) M-9, Espanha) M-25, Canadd)
CTX-M-1, -3, - CTX-M-9, -
10, -11, -12, - 13, -14, 16, -
> An CTX-2, -4, -6, - > e 1
. 15,-22,-23, - PO 17,-18,-19,-  CTX-M-26, -
Enzimas 29,30, 32, PR SlAh CIAMAD g g as L 25 30,1
33, -28, -36, - 46, -47, -48, -
54, UOE-1 49, -50
Origem K. ascorbata K. ascorbata K. georgiana K. georgiana ND

* Ano do primeiro isolamento ou descrigdo. CTX-M-14 ¢ CTX-M-18 sdo idénticas; ND, ndo determinado.

A arginina na posicdo 276 parece ter igualmente um papel essencial na hidrélise de
cefalosporinas de terceira geragdo (Gazouli ef al., 1998). Adicionalmente, estas enzimas sao
inibidas de forma mais eficaz pelo inibidor tazobactam do que pelo sulbactam ou &cido
clavulanico.

As p-lactamases CTX-M tém sido detectadas por todo o mundo e tém sido
frequentemente associadas a surtos na Europa, América do Sul e Japao (Bradford, 2001). O
cenario epidemiolégico das B-lactamases CTX-M compreende o aparecimento de novas
enzimas, a existéncia de multiplos clones associados a surtos e a introdugdo frequente de
varios elementos genéticos envolvidos na disseminagdo de blacrx.m. A disseminagdo destas
enzimas tem ocorrido a uma tal escala que ndo poderia ser apenas consequéncia de pressao
selectiva devida ao uso de cefalosporinas de terceira geragdo. De facto, a evolucao desta
familia de enzimas foi influenciada, a nivel molecular, por eventos de recombinac¢do de
blactx-m com sequéncias de inser¢do, transposdes e pela transferéncia destes genes através de
outros elementos genéticos moveis (Bonnet, 2004; Canton e Coque, 2006).

Actualmente, o predominio das enzimas CTX-M e a rapidez com que se
disseminaram por todo o mundo é apenas comparavel a emergéncia e disseminacdo da [3-

lactamase TEM-1 na década de 70 (Canton e Coque, 2006).
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3.24. p-lactamases AmpC (Classe C)

No que respeita as B-lactamases de classe C, iremos focar-nos essencialmente nas do
tipo AmpC. Virias bactérias de Gram negativo expressam resisténcia aos antibidticos f-
lactamicos devido a produgdo de AmpC pelo que, a semelhanca do que sucede com outras 3-
lactamases, estas enzimas sdo clinicamente relevantes (Jacoby, 2009).

A AmpC produzida por diferentes espécies tais como E. coli, Enterobacter spp,
Citrobacter freundii, P. aeruginosa e Serratia spp ¢ codificada pelo gene ampC no
cromossoma bacteriano, conferindo resisténcia a penicilinas, cefoxitina, cefalosporinas de
primeira, segunda e terceira geragdes ¢ as combinagdes B-lactamico/inibidor de B-lactamase
(Tabela 5). Porém, podem ser inibidas e, consequentemente, detectadas por substancias tais
como a cloxacilina. Adicionalmente, a resisténcia aos carbapenemes pode surgir em alguns
organismos quando a existéncia de uma cefalosporinase de classe C ¢ combinada com outros
mecanismos de resisténcia, como a ac¢ao de bombas de efluxo ou redug¢do da permeabilidade
(Jacoby, 2009).

A expressdo e origem deste tipo de enzimas ¢ varidvel. Em algumas espécies de
bactérias, tais como FEnterobacter clocae, a P-lactamase AmpC apresenta um caracter
indutivel, o que constitui um problema no tratamento de infec¢des por este agente patogénico.
Em E. coli, por sua vez, a expressdo desta enzima ¢ constitutiva e residual, ndo sendo
habitualmente suficiente para ter consequéncias fenotipicas nas estirpes que as produzem
(Perez-Perez and Hanson, 2002). Podem ainda surgir mutantes resistentes que sobre-
expressam constitutivamente esta enzima devido a mutagdes no gene repressor do gene ampC.
Estes sdo vulgarmente designados por mutantes desreprimidos e sdo particularmente
detectados no género Enterobacter (Honore et al., 1986).

A expressao constitutiva deste tipo de proteina em bactérias de Gram negativo pode
ocorrer por mecanismos como a desregulacdo do gene cromossdémico ou aquisi¢do de um

elemento genético mdvel contendo um gene ampC (Philippon et al., 2002).
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Tabela 5. B-lactamases cromossémicas e sua expressdo em membros da familia Enterobacteriaceae (Adaptado

de Livermore, 1995).

Modo de expressiio

Grupo
Organismo Mo me Classe Constitutive
Bush Induzivel
Minimo  MModerado  Constitutivo
E coli AmpC z 1 - ® - Cy
Ewnferobacter spp AmpC C 1 - 'S - &
. frevmdil Amp z 1 ® - &
Serrafia spp. Amp z 1 ® - - @
E preumoniae BHY-1 & 2b - - & 9
E oxpfoca Kl & 2be - - ® &
@® Modo de produgdo normal, tipico da espécie; Encontrado frequentemente, varidvel segundo

distribuicdo, mas observado em 10 a 50% dos isolados; O Raro, ocorre em menos de 10% dos isolados.

Nos ultimos anos, tém vindo a ser identificadas B-lactamases AmpC plasmidicas em
espécies como E. coli e K. pneumoniae. Estas enzimas parecem derivar de genes ampC
cromossomicos de outros membros da familia Enterobacteriaceae (Tabela 6) (Perez-Perez e
Hanson, 2002).

Foi num isolado de K. pneumoniae que foi descrita pela primeira vez a possibilidade
de transferéncia plasmidica da resisténcia a cefoxitina e, simultaneamente, as cefalosporinas,
penicilinas e monobactamicos. O fendtipo de resisténcia devia-se a enzima CMY-1, assim
designada devido a sua actividade hidrolitica sobre as cefamicinas; o facto de ser fracamente
inibida por acido clavulanico e tazobactam sugeriu a sua integragdo na classe C (Bauernfeind
et al., 1989). Porém, foi através da B-lactamase MIR-1 (assim denominada por ter sido
identificada pela primeira vez no Mirian Hospital em Providence) e da sua homologia de 99%
com a AmpC de E. clocae que surgiu a possibilidade da origem cromossomica das AmpC
plasmidicas. Posteriormente, as enzimas de classe C codificadas por genes plasmidicos tém
vindo a ser descritas um pouco por todo o mundo e a ser-lhes atribuidas varias origens
(Tabela 6) (Papanicolaou et al., 1990).

Assim, perante um isolado de E. coli ou K. pneumoniae com um perfil de
susceptibilidade aos antibidticos semelhante a Enterobacter clocae com o gene ampC mutado,
podemos considerar estarmos na presenca de uma estirpe produtora de uma [-lactamase

AmpC plasmidica (Morosini et al., 2000).
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Tabela 6. Origem e homologia de [3-lactamases AmpC plasmidicas (Adaptado de Jacoby, 2009)

AmpC p-lactamase Espécie na qual foi isolada Origem®” Sem(e:/:l)a nea
CMY-1 K. pneumoniae Aeromonas hydrophila 82
CMY-2 K. pneumoniae C. freundii 96
MIR-1 K. pneumoniae Enterobacter clocae 99
MOX-1 K. pneumoniae Aeromonas hydrophila 80
LAT-1 K. pneumoniae C. freundii 95
FOX-1 K. pneumoniae Aeromonas caviae 99
DHA-1 S. enteriditis M. morganii 99
ACT-1 K. pneumoniae Enterobacter asburiae 98
ACC-1 K. pneumoniae Hafnia alvei 99
CFE-1 E. coli C. freundii 99

*Origem provavel do gene que codifica a respectiva B-lactamase.

A distingdo entre uma [B-lactamase AmpC cromossémica endéogena e uma AmpC
codificada por um gene plasmidico nem sempre ¢ facil, mas € de extremo interesse em termos
de vigilancia epidemiologica, pois tem consequéncias importantes devido a facil disseminagao

destes plasmideos (Perez-Perez e Hanson, 2002).

3.2.5. p-lactamases OXA (Classe D)

As B-lactamases OXA (Oxacilinases) sdo, a semelhanga das CTX-M, um grupo de
enzimas emergente. A sua estrutura molecular agrupa-as na classe D e o tipo de substratos em
que actuam integra-as no grupo functional 2d. As [-lactamases de classe D conferem
resisténcia as penicilinas, oxacilina e cloxacilina, facto pelo qual s3o reconhecidas, no
entanto, a sua inibigdo conseguida pelo acido clavulanico ¢ relativamente fraca. De facto, a
inser¢ao das B-lactamases da familia OXA na classe molecular D ndo ¢ pacifica. Inicialmente,
este grupo foi concebido para englobar enzimas com um perfil hidrolitico distinto de todas as
B-lactamases conhecidas até ao momento. Assim, o agrupamento funcional prevaleceu e deu
origem a um conjunto de enzimas que partilham apenas 20% da sua sequéncia nucleotidica. A
homologia entre as enzimas de classe D e as enzimas de classe A ou C ¢ ainda mais baixa.
Porém, todas partilham o mesmo mecanismo de hidrolise, o qual esta dependente do residuo
serina do seu sitio activo (Ambler, 1980; Bush et al., 1995).

A B-lactamase OXA-1, uma das enzimas mais comummente detectadas em
Enterobacteriaceae, ¢ capaz de conferir resisténcia as penicilinas, mas ndo apresenta a
capacidade de hidrolisar cefalosporinas (Boyd e Mulvey, 2006). A maioria das enzimas tipo
OXA nao ¢ considerada ESBL, pois ndo apresentam capacidade de hidrolisar cefalosporinas

de terceira geragdo. Porém, a identificacdo recente de substituicdes aminoacidicas em locais
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especificos do sitio activo desta B-lactamase justifica o aumento do seu espectro de actividade
com hidrolise, nomeadamente, de cefalosporinas de terceira geragdo e de carbapenemes. O
estatuto de ESBL ou carbapenamase das B-lactamases de classe D tem vindo a ser conseguido
como consequéncia de substituigdes aminoacidicas em enzimas parentais, como OXA-1,
OXA-2 ou OXA-10 (Bradford, 2001).

Actualmente, tem sido evidenciada uma emergéncia de enzimas de classe D com
actividade sobre os carbapenemes. A sua grande maioria ¢ detectada em estirpes de
Acinetobacter baumannii e possui origem plasmidica. Por outro lado, a frequente integragao
dos genes que as codificam em elementos genéticos moveis tem facilitado a disseminagao
global destes genes (Walther-Rasmussen e Hoiby, 2006). Actualmente, existem descritas 150

B-lactamases do tipo OXA que se dividem funcionalmente entre oxacilinases, ESBL e

carbapenemases (http./www.lahey.org/Studies).

3.2.6. Carbapenemases (Classes A, B e D)

A ocorréncia de estirpes produtoras de carbapenemases tem vindo a aumentar ao
longo dos anos. Este grupo fenotipico ¢ constituido por uma combinagdo heterogénea de -
lactamases de classe A (penicilinases), classe B (metaloenzimas) e classe D (oxacilinases).
Estas enzimas partilham a capacidade de hidrolisar uma classe especifica de antibidticos -
lactamicos, os carbapenemes. Adicionalmente, podem hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
ou monobactamicos (Tabela 7) (Queenan e Bush, 2007).

As enzimas de classe B sdo particularmente eficientes como carbapenemases. As
IMP (activa frente ao Imipenem) mediadas por plasmideos surgiram na Asia, especialmente
em bactérias de Gram negativo como P. aeruginosa ¢ A. baumannii. As VIM (Verona
Integron-encoded pf-lactamase), por sua vez, foram descritas pela primeira vez na década de
90 e, presentemente, encontram-se disseminadas na Europa, América do Sul e, em particular,
na Asia (Nordmann e Poirel, 2002).

A familia GES/IBC (Guianna Extended Spectrum e Integron-Borne [-lactamase) foi
descrita pela primeira vez apds 2000, em Franca e na Grécia, respectivamente. Estas enzimas
diferem, entre si, apenas em dois aminoéacidos € possuem 0s motivos aminoacidicos tipicos de
carbapenemases de Classe A: residuos de cisteina nas posi¢des 69 e 238 (os quais tém sido
encontrados igualmente nas familias KPC, SME e NMC/IMI). Os genes que codificam GES
sdo, frequentemente, encontrados em integroes e plasmideos. Uma vez que estas enzimas

possuem um espectro de actividade que inclui penicilinas e cefalosporinas de terceira geragao
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foram inicialmente classificadas como ESBL. Porém, veio a verificar-se que GES-2, com a
substituicdo de um aspartato por uma glicina na posi¢ao 170, hidrolisava imipenem, pelo que
a familia foi reclassificada (Jacoby e Munoz-Price, 2005; Lee e Jeong, 2005).

Considerando que os carbapenemes sdao praticamente o0s Unicos antibioticos
possiveis de utilizar no controlo de algumas infec¢des causadas por bactérias de Gram
negativo, nomeadamente P. aeruginosa € A. baumannii, o aparecimento de tais enzimas ¢, de
facto, preocupante (Livermore e Woodford, 2006). Embora apresentem um perfil de hidrolise
variavel entre os diferentes grupos, pode afirmar-se que as carbapenemases apresentam a
capacidade tedrica de hidrolisar todos os antibidticos [-lactamicos disponiveis na pratica

clinica.

Tabela 7. Perfil de hidrdlise e inibi¢do das carbapenemases (Queenan e Bush, 2007).

Perfil Hidrolise Perfil Inibicao
Classe Grupo Enzima C,G, GG, Acido
PEN ATM  Carbs. EDTA
C,G C,G Clavulanico
NMC + + + + + - +
IMI + + + + + - +
A 2f SME + + +/- + + - +
KPC + + + + + - +
GES + + + - +/- - +
IMP + + + - + + -
VIM + + + - + + .
B 3
GIM + + + - + + -
SPM + + + - + + -
D 2d OXA + + +/- - +/- - +/-

PEN, Penicilinas; C,G, Cefalosporinas 1* geragdo; C,G, Cefalosporinas de 2* geracdo; C;G,
Cefalosporinas de 3* geragdo; C,G, Cefalosporinas de 4* geragdo; ATM, Aztreonam; Carbs.,
Carbapenemes.

4. Objectivos

Considerando o impacto das B-lactamases na resisténcia aos antibidticos B-lactamicos,
documentado no presente capitulo, julgou-se pertinente efectuar um estudo que incluisse os
seguintes objectivos:

I.  Avaliacdo da susceptibilidade aos antibidticos B-lactdmicos em isolados de Gram

negativo, associada, ou ndo, a multirresisténcia;
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IL.

II1.

IV.

Caracterizagdo dos mecanismos de resisténcia aos antibioticos B-lactamicos, mediados
por produ¢do de B-lactamases, orientada pela leitura interpretativa do antibiograma.
Pesquisa e identificacdo de genes que codificam B-lactamases especificas;

Avaliagao da diversidade dos genes que codificam as [B-lactamases identificadas no
estudo, para uma compreensao da sua evolugao;

Avaliacdo da importancia das mutagdes ndo sindnimas no perfil de hidrolise das
enzimas identificadas;

Caracterizagdo bioquimica de uma nova [-lactamase e analise da importancia da
substituicdo aminoacidica, que a distingue da enzima parental, na estrutura-funcao dessa
enzima e, consequentemente, na sua contribui¢do para a resisténcia aos antibioticos -

lactamicos.
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IlI. Material e Métodos

1. Isolados bacterianos

Para o presente trabalho foi utilizado um total de 127 isolados de Gram-negativo,
nomeadamente E. coli (n=81), K. pneumoniae (n=33), E. cloacae (n=5), E. aerogenes (n=5),
E. agglomerans (n=1), C. freundii (n=1) e P. aeruginosa (n=1). Do total, 126 isolados
bacterianos foram seleccionados aleatoriamente da colec¢dao de isolados do Laboratorio
Nacional de Referéncia de Resisténcia aos Antimicrobianos (URRA) do Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), garantindo a auséncia de duplicagdes e tendo como critérios
apenas a existéncia de diversidade de espécies na amostra e a resisténcia dessas a amoxicilina.
Aqueles isolados s3o provenientes de Laboratorios Hospitalares de Portugal continental, os
quais integram o Programa de Vigilancia da Resisténcia aos Antibioticos em Portugal
(Antimicrobial Resistance Surveillance Program in Portugal, ARSIP), nomeadamente com o
envio de isolados para a URRA (INSA). Foi solicitado, as instituicdes hospitalares de origem,
o envio de isolados produtores de B-lactamases ESBL, os quais terdo sido identificados pelos
métodos ai utilizados (exemplos: Vitek™, ATB G-5%).

Um isolado adicional, proveniente de uma instituicao hospitalar sediada na Argélia,
foi adicionado a amostra a estudar, por se considerar de interesse no ambito da presente tese,
no entanto, dada a origem e especificidade da caracterizagdo a que se pretendia submeté-la,
ndo serd integrado no total de isolados.

Globalmente, os isolados estudados foram recolhidos em doze instituicdes
hospitalares distintas, tal como representado na Figura 4, tendo-se incluido como critério
adicional o estudo alargado de um dos Hospitais da amostra, cuja selec¢do recaiu sobre o

Hospital G.

60
50
40
30
20
10 "1

Nimero de isolados

AAB CDEFGH I J L M

Hospitais
LI ————————— ™ ™ ™ ™ — ™ ™ — —

Figura 4. Distribui¢do de 126 isolados pelos hospitais de origem.
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Os isolados bacterianos tiveram origem em varios produtos bioldgicos em dois periodos

temporais, 2004 a 2007 e 2008 (Figuras 5 e 6).

80
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30
20

MNimero de isolados

10

0

&S v

A [ b =
o F 3
S 2@

o

Produto bioligico

Figura 5. Distribuicdo de 126 isolados por produto bioldgico.
Expec., Expectoragdo; Exsud., Exsudado; Hemoc., Hemocultura; LB,
Lavado bronquico; LCR, Liquido cefalo-raquidiano; LA, Liquido
ascitico; LP, Liquido pleural; LQ, Liquido de quisto.

Muamero de isolados

200452007 2008
Anos

Figura 6. Distribuicdo de 126 isolados por dois periodos

temporais.
Sempre que necessario, a identificagdo dos isolados foi confirmada na URRA pelo

sistema API20E®, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os 127 isolados em estudo

foram analisados de acordo com o algoritmo representado na Figura 7.
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2. Caracterizacio fenotipica

2.1.  Teste de susceptibilidade aos antibioticos

A determinacdo da susceptibilidade de 126 isolados foi efectuada pelo teste de
susceptibilidade aos antibidticos (TSA), apos cultura em de meio de gelose simples (INSA)
para avaliacdo da sua pureza e obtencdo de colonias isoladas. Para preparacdo de uma
suspensdo bacteriana com turvagcdo aproximada de 0,5 McFarland (Dade Behring,
MicroScan®Turbidity Meter) ressuspenderam-se duas a cinco colonias em 2ml de soro
fisiologico estéril e diluiu-se a 1:100 em soro fisiolégico num volume total de 10ml; de
seguida, semearam-se duas placas quadradas (120mm x 120mm) de Muller-Hinton agar
(INSA) (para cada estirpe) por inundagao.

Apds 10 minutos aplicaram-se os seguintes discos de antibidtico (Biorad) com o
auxilio de um dispensador automdtico (16 discos por placa): amoxicilina, ticarcilina,
piperacilina, cefalotina, amoxicilina com 4acido clavulanico, cefotaxima com dacido
clavulanico, cefotaxima, cefpodoxima, cefepima, aztreonam, imipenem, ceftazidima,
cefuroxima, cefixima, cefoxitina e piperacilina com tazobactam, na placa nimero um, ¢ acido
nalidixico, norfloxacina, pefloxacina, ciprofloxacina, kanamicina, gentamicina, amicacina,
trimetoprim com sulfametoxazole, colistina, fosfomicina, nitrofurantoina, trimetoprim,
meropenem, ceftazidima com acido clavulanico, ceftriaxona e tigeciclina, na placa nimero 2
(Tabela 8). Foram ainda aplicados discos de amoxicilina com acido clavuldnico entre os
discos de cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima e imipenem e discos de imipinem com 750ug
de EDTA, colocados a 15mm do disco de imipenem e do disco de meropenem.

Apo6s incubagao das placas a 37°C, durante 18h, foram medidos os didmetros dos halos
de inibigdo para cada um dos antibidticos e analisada a presenca de sinergia e/ou
antagonismo. Os resultados obtidos foram interpretados de acordo com o Comité de

I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (2008).
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Tabela 8. Antibidticos utilizados no TSA realizado pelo método de difusdo em disco, suas principais
caracteristicas e valores de didmetros criticos (em milimetros) de acordo com o Comité de I’Antibiogramme de la
Société Frangaise de Microbiologie (SFM). S, susceptibilidade; R, resisténcia. Qualquer valor entre ambos

corresponde a susceptibilidade intermédia.

Classe de Antibiético Sigla Diametros Carga do disco
antibiético criticos SFM (ng)
(mm)
Penicilinas Amoxicilina AMX S:>21;R: <16 25
Piperacilina PIP S: >20; R: <16 75
Ticarcilina TIC S:>24; R: <22 75
Cefemes (parentais)  Cefalotina CF S:>18; R: <12 30
Cefuroxima CXM S:>25; R: <22 30
Cefoxitina FOX S:>22; R: <15 30
Cefotaxima CTX S: >26; R: <23 30
Ceftriaxona CRO S: >26; R: <23 30
Ceftazidima CAZ S:>26; R: <19 30
Cefepima FEP S: >24; R: <17 30
Cefemes (orais) Cefpodoxima CPD S: >24; R: <21 10
Cefixima CFM S:>25; R: <22 10
Monobactimicos Aztreonam ATM S:>27; R: <21 30
Carbapenemes Imipinem IMP S: >24; R: <17 10
Meropenem MER S: >22; R: <15 10
Associacdo de B- Amoxicilina + Acido AMC S:>21; R: <16 20+10
lactamicos / clavulanico
inibidores de B- Piperacilina + tazobactam TZP S: >21;R: <17 75+10
lactamases Cefotaxima + acido CCTX - 30+10
Clavulanico
Ceftazidima + acido CCAZ - 30+10
clavulanico
Aminoglicosideos Amicacina NA S:>17; R: <15 30
Gentamicina GEN S:>18; R: <16 15
Kanamicina KAN S:>17; R: <15 30
Quinolonas Acido nalidixico NA S:>20; R: <15 30
Ciprofloxacina CIP S: >25; R: <22 5
Norfloxacina NOR S:>25; R: <22 5
Pefloxacina PEF S:>22; R: <16 5
Inibidores do Trimetoprim + SXT S:>16; R: <10 1,25+ 23,75
metabolismo do Sulfametoxazol
acido folico Trimetoprim TMP S: >20; R: <12 5
Lipopéptidos Colistina CS S:>15; R: <15 50
Nitrofuranos Nitrofurantoina FT S:>15; R: <15 300
Glicilciclinas Tigeciclina TGC S:>21; R: <19 15
Fosfomicinas Fosfomicina FOS S:>14; R: <14 50

2.2. Teste de sinergia com meropenem

O teste de sinergia com meropenem foi efectuado sempre que a leitura interpretativa
do TSA sugeriu a possibilidade de producdo de carbapenemases (classes A, B ou D) e/ou

cefalosporinases (Classe C).
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Para a realizagdo deste teste efectuou-se uma suspensao bacteriana (tal como referido
em 2.1.), posteriormente diluida a 1:10, com a qual se semeou uma placa de Muller-Hinton
(INSA) por espalhamento com zaragatoa, de forma a obter crescimento confluente. Com o
auxilio de uma pinga estéril aplicaram-se quatro discos de meropenem (10ug, Biorad) a uma
distancia de 30mm entre si. De seguida, adicionaram-se as seguintes solugdes a trés daqueles
discos: 750ug de EDTA (5ul de uma solugao 0,5M), 600ug de acido bordnico (7pul de uma
solucao 0,5M) e 750ug de cloxacilina (6ul de uma solu¢ao 0,25M). As placas incubaram a
37°C, durante 18h. Os resultados foram interpretados de acordo com o esquema que se
apresenta na Figura §.

Isolado

+
Teste de sinergia

Sinergia com EDTA (25mm) Auséncia de sinergia com EDTA Auséncia de sinergia com EDTA
Auséncia de sinergia com BOR Sinergia com BOR (z4mm) Sinergia com BOR (z4mm)
Auséncia de sinergia com CLOX Auséncia de sinergia com CLOX Sinergia com CLOX (=z5mm)

Metalo-B-Lactamase Carbapenemase Classe AouD AmpC

Figura 8. Algoritmo usado na leitura interpretativa dos testes de sinergia com meropenem para detecgdo de
metalo-p-lactamases, carbapenemases de classe A ou D e B-lactamases AmpC (cromossomicas ou plasmidicas).

BOR, Acido borénico; CLOX, cloxacilina.

2.3.  Transferéncia plasmidica

Para avaliar o contributo das B-lactamases ESBL ¢ AmpC no fendtipo dos isolados
expressou-se esse fenotipo num sistema isogénico (n=13), pelo que se procedeu a

transferéncia plasmidica por dois métodos distintos: conjugag¢ao e transformagao.

2.3.1. Conjugacio

A conjugac¢do bacteriana foi efectuada em meio sélido e em meio liquido utilizando E.
coli Js3 NaN;® como estirpe receptora; a azida de sédio foi utilizada como marcador de
selecgdo, pois os isolados em estudo eram susceptiveis a este composto. Foram utilizados os
dois métodos em simultdneo, dada a dificuldade observada na conjugacao daqueles
determinantes plasmidicos.

As estirpes dadora e receptora foram semeadas em meio de gelose simples (INSA) e
incubadas 18h, a 37°C; posteriormente, transferiu-se uma coldnia isolada de cada estirpe
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clinica para tubos com 5ml de Brain Heart Infusion (BHI) (INSA) e incubou-se durante 18h,
a 37°C, em estufa com agitagao.

Na conjugacdo em meio solido sobrepds-se 100ul da cultura da estirpe receptora e
50ul da cultura da estirpe dadora numa placa de Muller-Hinton agar. Na conjugagao em meio
liquido pipetaram-se 2ml da cultura da estirpe receptora e 1ml da estirpe dadora para novo
tubo de BHI. Colocaram-se as placas e os tubos a incubar a 37°C, durante 24h, para que
ocorresse a transferéncia plasmidica.

Para seleccionar os transconjugantes com o plasmideo da estirpe dadora foram
utilizadas placas de Muller-Hinton agar adicionado de uma concentracdo de 2ug/ul de
cefotaxima, amoxicilina ou cefoxitina (antibidticos aos quais a estirpe receptora era
susceptivel) (GlaxoSmithKline) e 200ug/ul de azida de so6dio (composto ao qual a estirpe
dadora era susceptivel) (BDH). Estas placas foram inoculadas com 100ul de uma suspensao
do transconjugante (em 2ml de dgua destilada estéril), semeadas por espalhamento (utilizando

um espalhador de vidro). As placas foram incubadas a 37°C, durante 24h.
2.3.2. Transformacao por electroporaciao

2.3.2.1 Extrac¢ao de DNA plasmidico

Para a extraccdo de DNA plasmidico dos isolados, necessdria a transformagdo por
electroporacao, utilizou-se o kit Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System de
acordo com o protocolo que se segue.

Inoculou-se 100ml de meio Luria-Bertani (INSA) com uma coldnia isolada em gelose
simples, e incubou-se 18h, a 37°C, com agitacdo. De seguida, centrifugou-se
(4°C/10min/10000rpm) e ressuspendeu-se o pellet em 3ml de solucdo de ressuspensdao
(50mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 100pg/ml Rnase A), tendo-se posteriormente adicionado
3ml de solugdo de lise (0,2M NaOH, 1% SDS) e incubado 5min, a temperatura ambiente.
Adicionou-se 6ml de solugdo de neutralizacao (1,32M Acetato de potéssio), homogeneizou-
se por inversao e incubou-se novamente, durante 10min. Centrifugou-se
(4°C/15min/14000rpm) e transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo de centifuga.
Adicionaram-se 10ml de resina, por cada isolado, e submeteu-se a mistura a filtragdo por
vacuo (15-18Hg), tendo-se depois efectuado duas lavagens sucessivas com solugdo de
lavagem (80mM Acetato de potassio, 8,3mM Tris-HCI e 40uM EDTA). Seguidamente,

descartou-se o reservatorio, € a coluna, com o DNA e a resina, foi colocada num tubo de
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1,5ml; centrifugou-se durante 2min, a 10000rpm, para que o excesso de solucao de lavagem
e outros residuos fossem eliminados. Posteriormente, adicionou-se a coluna 300ul de agua
bidestilada estéril, a 80°C, para promover a eluicdo do DNA, tendo depois sido efectuada
uma ultima centrifugacdo (5min/10000rpm) para eliminar qualquer residuo de resina. O
DNA plasmidico foi depois visualizado por electroforese em gel de agarose (0,8%),

conforme descrito na sec¢do 4.2 deste capitulo e conservado a -20°C.

2.3.2.2. Electroporacao

A transformacao foi efectuada pela técnica de electroporacgdo, utilizando uma aliquota
de células E. coli HBo; electrocompetentes a qual foram adicionados aproximadamente
60ng de DNA plasmidico numa cuvete (para cada isolado em estudo); estas células foram
submetidas a electroporacdo num aparelho Gene Pulser Xcell Electroporation System,
Biorad (C=25uF; PC=2000hm; V=2,5kV). Imediatamente a seguir ao pulso foi adicionado
Iml de meio Luria-Bernani (INSA), ressuspendendo-se as células por inversdo. Depois
incubou-se durante lh, a 37°C e, posteriormente, centrifugou-se (Smin/5000rpm). Rejeitou-
se 900ul de sobrenadante, tendo-se ressuspendido as células no remanescente e, com este,
semearam-se placas de meio Luria-Bertani agar (INSA) adicionado de 25ug/ml de
amoxicilina (marcador de seleccdo), as quais se incubaram 18h, a 37°C. Posteriormente,
foram repicadas 10 coldnias de cada placa e realizada extraccdo de DNA pelo método de
fervura; a confirmacao da presenca dos genes em estudo foi efectuada por PCR (Polymerase

Chain Reaction) (vidé secgoes 4.1 e 4.2 deste capitulo).
3. Caracterizacao bioquimica

3.1. Identificacao de B-lactamases

A focagem isoléctrica foi efectuada para os isolados em que nao foi possivel
determinar o genoétipo através das técnicas moleculares utilizadas ou para confirmacao da

expressdo de enzimas com localiza¢do cromossémica (Figura 7).

3.1.1. Extracc¢io de p-lactamases por sonicacio

Para a extraccdo de [-lactamases, fase que precede a realizagdo da focagem
isoeléctrica, inocularam-se 15ml de Brain Heart Infusion (INSA) com uma colonia
previamente isolada em gelose simples (INSA). Incubou-se esta suspensdo durante 18h, a

37°C, em estufa com agitagdo. Em seguida, centrifugou-se (4°C/15min/10000rpm) e
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ressuspendeu-se o peller em lml de 4gua destilada estéril, por agitagdo, em vortex®. A
sonicagdo das células foi efectuada, de seguida, durante 1min e 30s com um sonicador (UP
2008, Dr. Hielscher, GmbH). A suspensao resultante foi centrifugada (4°C/30min /16000rpm)

e o sobrenadante, onde se encontrava a enzima a estudar, foi conservado a -20°C.

3.1.2. Pesquisa de actividade enzimatica

A presencga de B-lactamases nos extractos obtidos em 3././. determinou-se através de um
teste colorimétrico, que se traduz na adicdo de Sul de Nitrocefin (Oxoid) a 5ul de cada
amostra a ensaiar. A degradacao do substrato (Nitrocefin) pela enzima altera a sua cor amarela

inicial para vermelho.

3.1.3. Focagem isoeléctrica

A identifica¢do qualitativa das B-lactamases (apds 3.1.2.) foi efectuada por focagem

isoeléctrica.

3.1.3.1. Preparacio do gel de migracao

Colocou-se 0 GelBond“PAG Film (dmersham Pharmacia Biotech AB) sobre uma
placa de vidro, previamente tratada com Repel-Silane (Pharmacia), com a parte hidrofila para
cima. De seguida, outra placa de vidro, também tratada com o mesmo reagente, foi assente
por cima do filme, e segura a primeira placa, por meio de molas. Para a preparacao do gel de
migra¢do, num volume final de 31,1ml, utilizaram-se os reagentes descritos na Tabela 9. A
solucdo preparada foi, de seguida, injectada entre as duas placas, onde polimerizou por

exposicao a luz, durante 25min.

3.1.3.2. Migracao

Decorrido o periodo de polimerizagdo, o gel foi colocado na plataforma de
migracdo (Multiphor II, Amersham Pharmacia Biotech), mantendo-se refrigerado por um
banho a temperatura de 12°C (Multitemp III, Amersham Pharmacia Biotech). De seguida,
colocaram-se no gel (anodo) os papéis (Amersham Biosciences AB) que serviram de suporte
para a aplicagdo dos extractos enzimaticos, num volume de Sul. Por tltimo, aplicaram-se no
gel duas tiras de papel de filtro (4dmersham Pharmacia Biotech AB), uma embebida em H3PO,
IM (no anodo) e outra em NaOH 1M (no céatodo), os quais asseguravam o contacto entre o
gel e os eléctrodos. A migragdo teve a duragdo de 1 hora, com uma voltagem de 1500V,

intensidade de 30mA e poténcia de 30W. De modo a permitir a leitura posterior dos pontos
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isoeléctricos (pl) das enzimas em estudo, também se aplicaram no gel extractos de algumas 3-
lactamases de referéncia, cujos pls sdo conhecidos: E. coli Guer (IRT-2, pl 5,2), E. coli R111
(TEM-1, pl 5,4), E. coli RP4 (TEM-2, pl 5,6), Salmonella typhimurium (OXA-1, pl 7,4), E.
coli C600 (SHV-1, pl 7,6), E. coli 5753 (CTX-M-15, pl 8,9) e E. coli Soler (AmpC, pl 9,2).

Tabela 9. Reagentes utilizados na preparacdo do gel de migracdo para Focagem Isoeléctrica.

Reagentes Volume (ml) Gel de migracio (%)
ReadySol IEF 40% (Pharmacia Biotech) 3,75 12,06

Ampholine® (pH 7.0-9.0) (Amersham Pharmacia Biotech AB) 2 6,43

Agua destilada 24 77,17

Persulfato de amonia 10% (Merck) 0,85 2,73

TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina) (Merck) 0,50 1,61

3.1.3.3. Preparacio do gel de revelagiao

Foram dissolvidos, por aquecimento, 14,7mg/ml de agar (Difco) e 4,9mg/ml de amido
(Difco) em 70ml de tampao fosfato 0,1M, pH 6. Depois de arrefecido, adicionou-se
0,13mg/ml de penicilina G (Wyeth) e 0,04ml/ml de uma solucao de iodo, sendo esta ultima
composta por 20mg/ml de iodo (Sigma) e por 530mg/ml de iodeto de potassio (Merck). De
seguida, injectou-se o gel entre duas placas de vidro previamente aquecidas, de forma a evitar
a polimerizacdo nesta fase, colocando-se depois no frio, para solidificar. Apds migragao,
colocou-se o gel de revelagdo sobre o gel de acrilamida (3.1.3.2).

A revelacdo da presenga do extracto enzimatico no gel foi possivel devido a hidrélise
enzimatica da penicilina G pela B-lactamase, a qual origina acido penicilindico; este promove
a reducdo do iodo na presenca do amido, descorando o gel de revelagdo. A determinacdo dos

pls nas amostras em estudo fez-se por comparagao com as enzimas de referéncia.

3.2. Cinética enzimatica

No ambito do presente trabalho, procedeu-se a determinagdo das constantes cinéticas
de uma nova enzima da familia SHV (SHV-99), a qual foi detectada, pela primeira vez, no
ambito de um estudo anterior efectuado na URRA. O trabalho prévio incluiu o isolamento do
gene codificante (blasyv.99) € a sua insercdo num vector para expressdo da actividade

enzimatica num sistema isogénico, e caracterizag¢ao da proteina isoladamente.

3.2.1. Extraccio e purificacdo de -lactamases

Os clones produtores da B-lactamase em estudo foram semeados em meio de gelose

simples, posteriormente incubado a 37°C, durante 18h. De seguida, inocularam-se 6L de meio
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Luria-Bertani (INSA) (suplementado com extracto de levedura, 30pug/ml de kanamicina e 25
png/ml de amoxicilina) com uma coldnia isolada e incubou-se a 37°C, 18h. As células foram
recolhidas por centrifugacdo (4°C/15min/10000 rpm) e os pellets, ap6s terem sido lavados em
agua ultra pura (Millipore-Milli Q®), foram ressuspendidos em MES-NaOH 20mM (pH 6,0).
Seguiu-se a destrui¢do das membranas celulares com ultrasons (ciclos de trés vezes 1min com
intervalos de 30s) (UP 200S, Dr. Hielscher, GmbH) e uma nova centrifugacao para clarificar
o extracto. De seguida, procedeu-se a precipitagdo do DNA por incubagdo com espermina
0,2M, durante 20m, e efectuou-se uma nova centrifugag¢do, da qual foi recolhido o extracto
proteico, posteriormente submetido a didlise (Cellu Sep® T3) em MES-NaOH 20mM (pH 6,0)
e a micro-filtragio (/15mL filter unit, NALGENE®).

A purificacdo das B-lactamases foi efectuada, numa primeira fase, por cromatografia
de troca i6nica, com uma coluna HiPrep 16/10 SP HF (Amershan Pharmacia Biotech) e,
posteriormente, por cromatografia de filtracdo em gel, com uma coluna HiPrep 16/60
Sephacryl S-100 HR (Amershan Pharmacia Biotech) num aparelho AKTA PRIME PLUS
(GE Healthcare), de acordo com o descrito por Bonnet et al. (2001). Entre aquelas duas
etapas, o extracto proteico foi submetido a um processo de ultra-filtragdo (Amicon Ultra-15,
Millipore) e depois da cromatografia de filtracdo em gel realizou-se novamente dialise, micro-
filtracdo e ultra-filtragdo, como descrito anteriormente.

Ao longo do processo de extracgdo e purificacdo foram recolhidas varias aliquotas de
extracto proteico, cuja pureza foi avaliada por electroforese em gel de poliacrilamida, em
condig¢des desnaturantes (Sulfato dodecil de sddio). A técnica foi executada como descrito por
Bonnet et al. (2001), com concentragdes finais de acrilamida de 12 e 14% (p/v) para os géis
de resolu¢do e concentragdo, respectivamente. As proteinas foram coradas com azul de
Comassie R-250.

A concentracdo de proteina obtida apds purificagdo foi determinada com o kit BCA
Protein Assay (Pierce, Rockford), de acordo com as instru¢des do fabricante. Para tal, foi
construida uma curva padrdo com varias concentracdes de albumina de soro bovino, sendo

determinada, por comparagdo, a concentracao da proteina em estudo.

3.2.2. Determinacio das constantes cinéticas por acidimetria

Para a determinagdo dos parametros cinéticos da -lactamase em estudo foi utilizado
um método de acidimetria computorizada (Metrohm Swiss Made 702SM Titrino e agitador

magnético 728 Stirrer) associado a software pHstat® (Labia, 1973). Os parametros cinéticos
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de interesse, V,.x (Velocidade maxima da reac¢do), K, (Constante de Michaelis) e k.4
(Constante de actividade catalitica), foram determinados por titulagdo do 4cido penicilindico,
resultante da hidrolise do antibidtico, e posterior analise das curvas de hidrolise dos
antibioticos e da respectiva regressdo. Estes parametros foram calculados para diversos
substratos (penicilina G, amoxicilina, ticarcilina, piperacilina, cefalotina, cefuroxima,
cefotaxima, ceftazidima e aztreonam) numa concentracdo de 2mM. A reac¢do de hidrolise
decorreu em NaCl 100mM, a pH 7.0. Foi também determinada a concentracdo de inibidor
(4cido clavulanico e tazobactam) necessaria para inibir 50% da actividade enzimatica da B-
lactamase (ICsg), tendo sido utilizado como substrato uma solugdo de ticarcilina, numa

concentracdo de 200uM (Bonnet ef al., 1999).

4. Caracterizacio genotipica

A leitura interpretativa do TSA (sec¢do 2./) permitiu dirigir a pesquisa para familias
especificas de genes bla.

Nos isolados que apresentaram susceptibilidade diminuida as cefalosporinas de
terceira geracdo e sinergia com os inibidores de [-lactamases, pesquisaram-se mecanismos de
resisténcia responsaveis por aquele fendtipo, como a presenca de genes blatem, blaoxa, blasuy
e blactxm. Na auséncia de blactxm sequenciaram-se os genes blargm € blasyy para
determinar a origem do fendtipo ESBL. Nos isolados com resisténcia a cefoxitina,
pesquisaram—se oito genes (blaMox, blaCMy, blaLAT, blapox, blaDHA, blaAcc, blaACT € blaMIR)
que codificam P-lactamases plasmidicas da familia AmpC. Sempre que os isolados
apresentaram resisténcia a ceftazidima e susceptibilidade a cefotaxima procedeu-se a pesquisa
de genes blaggs; neste caso, os genes amplificados foram identificados por sequenciagao para
confirmacao dos fendtipos de resisténcia. No caso de susceptibilidade diminuida aos
carbapenemes e resultado positivo no teste de sinergia com meropenem, 0 que ndo se
verificou, ter-se-ia procedido a deteccdo de genes que codificam carbapenemases (blakpc,
blaSME, blaNMC, blaﬂv[p, blaV[M € blaOXA).

Como se pode observar na Figura 7, houve isolados cujo fenotipo era indicativo de
mais de um mecanismo de resisténcia, pelo que integraram mais do que um percurso,

portanto, foi pesquisado mais do que um gene.
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4.1. Extraccio e quantificacio de DNA

Para a caracterizagdo genotipica dos isolados em estudo foi primeiramente realizada a
extrac¢do de DNA por fervura e a respectiva quantificagdo por espectofotometria.

Assim, os isolados foram semeados em meio de gelose simples e incubados a uma
temperatura de 37°C, durante 18h. Posteriormente, foram ressuspendidas varias colonias
daquela cultura em 750ul de agua bidestilada estéril. Esta suspensdao foi centrifugada
(5min/4°C/10000rpm), rejeitando-se o sobrenadante e ressuspendendo o pellet em 500ul de
agua bidestilada estéril, seguido de nova centrifugacdo idéntica a anterior. O pellet foi, entdo,
ressuspendido em 100ul de agua bidestilada estéril e fervido num banho durante 15min. De
seguida, a suspensdao foi novamente centrifugada, recolhendo-se o sobrenadante onde se
encontrava o DNA.

O DNA recém-extraido foi quantificado por espectofotometria e diluido por forma a

ser obtida uma concentracgao final de 100ng/ul, para amplificagdo por PCR.

4.2.  Deteccao de genes bla

A pesquisa de genes que codificam [B-lactamases foi efectuada utilizando trés PCRs
(Polymerase Chain Reaction) distintos. Os genes blatpm, blaspy, blaoxa € ampC foram
detectados por PCR multiplex e os genes blactx-m € blages por PCR simples, tendo o gene
ampC sido detectado apenas por constituir um controlo interno da espécie E. coli. A
existéncia de genes que codificam enzimas AmpC plasmidicas, como blavox, blacmy, blayar,
blayox, blapua, blaacc, blaact e blayir, foi pesquisada por outro PCR multiplex.

A mistura de pré-PCR, preparada numa camara de fluxo laminar (Holton), era
composta por: tampao (1x, Quiagen), ANTPs (0,2mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP, Roche
Diagnostics), MgCl, (3mM, Quiagen), Q solution (1x, Quiagen), primers especificos (Tabela
10) e Taq polimerase (1,25 unidades, Quiagen), para os PCRs simples. No que respeita aos
PCRs multiplex, o protocolo usado foi semelhante ao anterior, com excepg¢ao da concentragao
de cada ANTP (0,5mM). Em todos os PCRs foi adicionado DNA numa concentragao final de

4ng/ul e a H,O necessaria para um volume final de 25ul.
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Tabela 10. Primers utilizados na técnica de PCR para a amplifica¢do de diferentes genes.

Designacio Sequéncia Concentracao Gene Posicio
do Primer (M) (5’23
Pl 5’TACGATACGGGAGGGCTTAC3’ 959/978
P2 S TTCCTGTTTTTGCTCACCCA3’ 0,2 blarpm 282/262
AmpCF 5’CCCCGCTTATAGAGCAACAA3’ 157/176
AmpCR 5’TCAATGGTCGACTTCACACC3’ 0,2 ampC 791/772
SHVF 5’TCAGCGAAAAACACCTTG3’ 311/328
SHVR 5TCCCGCAGATAAATCACCA3’ 0,2 blasyy 782/764
OXAF 5’ TATCTACAGCAGCGCCAGTG3’ 929/948
OXAR 5’CGCATCAAATGCCATAAGTG3’ 0,2 blaoxa 1127/1118
CTXiF 5’ TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA3’ 205/227
CTXiR 5’CGATATCGTTGGTGGTGCCATA3’ 0.4 blactxm 748177
MOXF 5’GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT?3’
blaMOX 358/378
MOXR 5’CACATTGACATAGGTGTGGTGC3’ 0,08 bldenro 377/356
CMY~GI1

CITF 5’ TGGCCAGAACTGACAGGCAAA3’ 0.08 blagar 478/498
CITR 5’ TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC3’ , blacwy.ca  939/919
DHAF 5>’AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT3’ 1244/1265
DHAR 5’CCGTACGCATACTGGCTTTGC3’ 0,08 blapy 1648/1628
ACCF 5>’AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA3’ 861/881
ACCR 5’ TTCGCCGCAATCATCCCTAGC3’ 0,08 blaxcc 1206/1186
EBCF 5’ TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG3’

s R 0.08 blaMlR 1115/1135
EBCR 5’CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT3 , blascr 1416/1396
FOXF 5’ AACATGGGGTATCAGGGAGATG3’ 1475/1496
FOXR 5’CAAAGCGCGTAACCGGATTGG3’ 0,08 blarox 1664/1644
GESF 5’ TTCCATCTCAAGGGATCACC3’ 0.5 bl -20/-1
GESR 5’GCGTCAACTATTTGTCCGTG3’ ’ “GEs 871/851

O DNA foi o ultimo constituinte da mistura de pré-PCR a ser adicionado, iniciando-se
de imediato a amplificagdao no termociclador (MJ Research DNA Engine Thermal Cycler). Os
programas das reac¢des de PCR multiplex e de PCR simples diferiam entre si (Figura 9).

E de referir que em qualquer um dos programas descritos, havia ainda ciclos
adicionais: um primeiro ciclo de desnaturagdo a 94°C, durante 7min, para garantir a
desnatura¢ao do maior numero de moléculas de DNA, e um ciclo final de extensdao a 72°C,
durante 10min para os PCRs multiplex, ou de Smin para os PCRs simples, para completar a

extensao de novas cadeias.
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Desnaturagiio Hibridagao Extensiio
A 94°C/ 1min » 56°C/2min > 72°C/1min
29 ciclos
B 94°C/30s _» S5°C/1min » 72°C/30s
30 ciclos
C 94°C/30s — 3|  64°C/tmin N 72°C/1min

T

Figura 9. Programas utilizados na amplifica¢do de (A) PCR multiplex para blatgm, blasyy, blaoxa € ampC; (B)

27 ciclos

PCR Simples para blac'[x ou blaGEs (S (C) PCR multlplex para blaMox, blaCMy, blaLAT, blaFO)(, blaDHA, blaAcc,

blaACT e blaMlR‘

Terminada a reaccdo de PCR e para confirmar a presenga dos diferentes genes,
realizou-se uma electroforese em gel de agarose a 1% (Agarose Multi-Purpose, BIOLINE) em
TAE 1x (0,04M tris-acetato, 0,001M EDTA), com brometo de etideo (Sigma) a 1%. Foram
aplicados no gel 6pl dos produtos de PCR, adicionados de 2ul de tampao (0,25% de azul de
bromofenol, 0,25% xileno-cianol e 30% glicerol) e efectuada uma corrida durante 45min, a
120V, no caso dos produtos de amplificagdo de PCR simples, e 60min, a 120V, no caso de
ambos os PCR multiplex. O tamanho do produto amplificado (pb) permitiu identificar os
genes em causa, estimado por comparagdo com um DNA de peso molecular conhecido e com

as testemunhas positivas respectivas.

4.3. Purificacio de produtos de PCR

Para purifica¢ao dos produtos de PCR, obtidos previamente, utilizou-se um sistema de
purificacio — ExoSAP-IT (Usbg) — que tem como base a actividade enzimdtica de uma
exonuclease e de uma fosfatase alcalina sobre o excesso de reagentes nao utilizados na
reaccdo de amplificacdo, como dNTPs e Taq polimerase. Para a realizagdo da reaccdo de
purificacdo adicionaram-se 4pul de EXOSAP a 10ul de produto de PCR. A reaccdo foi
constituida por dois passos principais, ambos realizados no termociclador (MJ Research DNA

Engine Thermal Cycler): uma fase de incubacdo a 37°C, durante 15min, que promoveu a
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actividade das enzimas, e uma segunda etapa de 15 min, a 80°C, que teve como propdsito a
inactivagdo das mesmas. De forma a estimar a presenga do DNA realizou-se uma
electroforese em gel de agarose, de acordo com o que foi exposto na sec¢do 4.2. Através da

intensidade e nitidez das bandas estimou-se a concentracao de produto purificado.

4.4. Sequenciacdo automatica pos-PCR

Com o objectivo de identificar os genes bla detectados por PCR foi efectuada a
sequenciacdo de genes blargm, blasyv, blactxm, blaces, blacmy € blapya. Como estes genes
foram amplificados, previamente, por primers internos (a excepcdo do gene blaggs), aqui
realizaram-se PCRs simples (sec¢do 4.2), nos quais foram utilizados primers que permitiram
sequenciar a totalidade do gene, e assim, identificar correctamente as [-lactamases que
codificam.

Para a reaccdo de sequenciacdo foi utilizada uma mistura de pré-sequenciagdo
constituida por 2ul de BigDye v1.1 (dpplied Biosystem), 10ng de DNA, primers especificos
de acordo com o gene em causa (Tabela 11) e a 4dgua estéril necessaria para perfazer um
volume final de 10ul. A reaccdo de sequenciagdo consistiu numa primeira fase de
desnaturagdo, por incubagdo a 96°C, durante 30s, seguindo-se uma incubacdo a 56°C, durante
5s e, por ultimo, uma fase de extensdo a 60°C, durante 4min. Os DNA sequenciados foram
posteriormente enviados a Unidade Laboratorial de Utilizagdo Comum do INSA, para
remog¢ao dos terminadores por precipitagdo alcodlica, migracdo no sequenciador automatico
(ABI PRISM® 3100, Applied Biosystem) e registo das sequéncias (electroferogramas). Estes
foram posteriormente enviados a URRA, onde foi efectuada a andlise e interpretacdo das

sequéncias, recorrendo ao software Bionumerics © Applied Maths.

Tabela 11. Primers utilizados na sequenciagdo automatica.

Designac¢io” Sequéncia Concentracao Gene Posicio
do primer (pmol/pl) 5’=23)
FIN S’ ATTCTTGAAGACGAAAGGGC3’ 0,4 blarpy 0/19

DEB 5S’ATGAGTAAACTTGGTCTGAC3’ 0,4 blarpy 1091/1072
SHV149P 5’CGCTTCTTTACTCGCCTTTA3’ 0,8 blagyy -50/-31
SHV1059 5’TTAGCGTTGCCAGTGCTC3’ 0,8 blagyy 861/844
CTX-M-GIF  5’ATGGTTAAAAAATCACTGCG3’ 0,4 blactxmgt  0/20
CTX-M-15R 5’ACCGTCGGTGACGATTTTAG3’ 0,4 blactxmgt  973/954
CTX-M-G9F 5’ATGGTGACAAAGAGAGTGCAAC3’ 04 blactxmge 0721
CTX-M-9R2  5’ATAGAAAGTGGGGCACCGTA3’ 0,4 blactxmge  935/916
DHA-1A 5’CTGATGAAAAAATCGTTATC3’ 0,4 blapya -3/17
DHA-1B 5S’ATTCCAGTGCACTCAAAATA3’ 0,4 blapya 1138/1118
CITFS S’ ATGATGAAAAAATCGTTATGC3’ 0,4 blacyvy-ao 0/21
CITRS 5S’TTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC3’ 0,4 blacyy.o 1142/1120

* Na sequenciacio de blaggs utilizaram-se os primers definidos na Tabela 10.
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IIl. Resultados

1. Caracterizacio fenotipica dos isolados

A caracterizagdo fenotipica de 126 isolados, obtida através da realizagdao do TSA,
permitiu avaliar a susceptibilidade aos antibidticos de diferentes classes e, em particular, aos
antibidticos B-lactamicos.

Como todos os 126 isolados apresentavam resisténcia a amoxicilina e,
consequentemente, apresentavam também susceptibilidade diminuida ou intermédia a
ticarcilina e piperacilina (Figura 10) eram, presumivelmente, produtores de B-lactamases. A
susceptibilidade diminuida as cefalosporinas ocorreu em 126, 105 e 117 isolados para a
cefalotina, cefepima e cefuroxima, respectivamente. Um total de 119 isolados apresentaram
susceptibilidade diminuida as cefalosporinas de terceira geragdo, nomeadamente em relagdo a
cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima e cefpodoxima, bem como a cefixima. Em relacao ao
aztreonam, representante do grupo dos monobactamicos, 121 isolados tinham susceptibilidade
diminuida. A totalidade dos isolados estudados foram predominantemente susceptiveis a
cefoxitina e meropenem, tendo um unico isolado apresentado susceptibilidade diminuida ao
imipenem. Apenas 18 dos 126 isolados revelaram ser susceptiveis a combinagao

amoxicilina/acido clavulanico e 40 a combinacao piperacilina/tazobactam (Figura 10).

140 -
120 A
100
80 1
€0
40

20 1

Numero de isolados

Antibioticos

Figura 10. Susceptibilidade aos antibidticos P-lactdmicos de 126 isolados.

Abreviaturas de antibioticos ver Tabela 8.

No Anexo i apresentam-se os fendtipos mais representativos dos isolados produtores

de B-lactamases (Figuras a-h).
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2. Caracterizacao genotipica dos isolados
A leitura interpretativa do antibiograma de 126 isolados em estudo, permitiu dirigir o
estudo genotipico para familias especificas de genes bla e definir os exemplares para os quais

era necessaria a caracterizagdo bioquimica, como indica a Figura 7.

A pesquisa dos genes bla permitiu detectar 81 genes blatpm, 35 blasuy, 71 blaoxa, 99
blacrx-m, um blaggs e dois genes ampC (Figuras 11 e 12), muitas vezes co-existindo num

mesmo isolado. Identificaram-se treze perfis genotipicos distintos, como demonstra a Tabela

12.
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Figura 11. Fragmentos de amplifica¢ao dos genes blargy (716pb), blagyy (471pb), blagxa (199pb) e ampC
(643pb) (controlo interno de E. coli). 1- Marcador de peso molecular (Roche); 2- Controlo positivo 1
(blasyy); 3- Controlo positivo 2 (blatgyt ampC+ blaoxas). Fragmentos de amplificagdo das amostras em
estudo: 4- blatemt blasyy; 5- ampC + blaoxa; 6 -blatem; 7- blasyy; 8- blatgy + ampC + blagxa; 9- blatgy +

blasyy + blaoxa. Fragmentos de amplificagdo para sequenciacdo: 10- gene blatgy (1091pb); 11- gene blagyy

(911pb).
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Figura 12. A. Fragmentos de amplificagdo dos genes ampC plasmidicos. 1- Marcador de peso molecular
(Roche). Controlos positivos: 2- Estirpe produtora de MOX; 3- Estirpe produtora de CIT; 4- Estirpe
produtora de DHA; 5- Estirpe produtora de ACC; 6- Estirpe produtora de EBC; 7- Estirpe produtora de
FOX. Fragmentos de amplificagdo de amostras em estudo: 8- blapya (405pb); 9- blacyy (462pb).
Fragmentos de amplificacdo de amostras em estudo para sequenciagdo: 10- blapya (1141pb); blacuy
(1142pb). B. 1- Marcador de peso molecular (Roche). Fragmentos de amplificacdo do gene blacrx.m: 2-
screening (522pb). Fragmentos de amplificacdo de amostras em estudo para sequenciagdo: 3- blacrx.mage

(935pb) 4- blacrx.mac (953pb); 5- Fragmentos de amplificacdo do gene blaggs (891pb).

A Tabela 12 evidencia cinco perfis genotipicos predominantes, dos quais, o perfil
blatem + blactxm + blapxa foi 0 mais comum (n=41 isolados); os restantes perfis foram
detectados num menor nimero de isolados. Sao de realcar ainda os perfis blargm + blasyy +
blactx-m + blaoxa, blactx-m + blaoxa € blatem + blactx-m, que foram detectados em 15, 14 e
13 isolados, respectivamente.

Identificaram-se ainda dois conjuntos de isolados com perfis genotipicos que
incluiram apenas um gene bla, nomeadamente blasyy (n=10) e blacrx.m (n=10). Foi ainda
detectado um gene blaggs € dois genes que codificam B-lactamases AmpC plasmidicas. Por
fim, verificou-se a existéncia de um grupo de oito isolados para o qual ndo foi detectada

qualquer B-lactamase, o qual seréd investigado oportunamente (Capitulo 111, 3.2.2).
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Tabela 12. Genétipo de 126 isolados obtido por PCR.

Genétipo® N° isolados (n=126)
blatpym 3
blatpy + blasyy 5
bl(lTEM + blaGEs 1
blaSHV 10
blaCTx_M 10
blaCTx_M + blaoxA 14
blagyy + blactxm 2
blagyy + blactx + blapua 1
blaTEM + blaCTx_M 13
blaTEM + blaCTx_M + blaOXA 41
blatgm+ blacrxm~ blaoxas blacuy 1
blaTEM + blaSHv + blaCTx_M + blaOXA 15
blargm+ blasyy + blacrxm 2
ND 8

? Detectado por PCR; ND, auséncia de detec¢do de genes
bla (corresponde aos gendtipos descritos no Capitulo 111
3.2.2)

3. Identificacio dos mecanismos de resisténcia responsaveis pela expressao fenotipica

dos isolados

De acordo com os critérios descritos no Capitulo II, efectuou-se a identificagdo, por
sequenciacdo, dos genes considerados responsaveis pela expressdo fenotipica. Assim,
sequenciaram-se 12 genes blatem, 14 blasny, 99 blacrx-m, um gene blages e dois genes ampC,

nomeadamente, um gene blacyy-2 € um gene blapya. (Tabela 12).

3.1. p-Lactamases de Classe A

Da familia blargym foram identificados os genes blatem.1 (n=7), blatpm-10 (n=1), blarpm-
24 (n=3) e blarpm.sy (n=1). A excep¢ao da penicilinase TEM-1 todas as enzimas TEM
identificadas codificavam ESBLs.

Entre os genes da familia blasyy, identificaram-se os genes blagyy.12, relevantes por
codificarem enzimas ESBL (n=5). Adicionalmente, foram ainda identificados genes que
codificavam a penicilinase SHV-28 (n=2) e genes que codificavam a enzima parental SHV-1
(n=7).

Foram detectados 99 genes blacrx-m, pertencendo 86 ao grupo 1 e os restantes treze ao
grupo 9. A principal enzima identificada pertencente ao grupo 1 foi a enzima CTX-M-15

(n=81), seguida de CTX-M-1 (n=3) e CTX-M-32 (n=2).
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Adicionalmente, foram identificados treze genes do grupo 9, predominantemente doze
blactx-m-14 (0=12) e blactx-mo (n=1) Foi ainda detectado um gene blaggs.1, representativo da
familia GES.

E de realgar a identificagdo de genes que codificam enzimas da familia CTX-M, na
maioria dos perfis fenotipicos (7abela 13), nomeadamente da enzima CTX-M-15, o que sera
reflexo da sua predominancia nos diversos hospitais estudados. Verificou-se ainda que alguns
dos genes que ndo codificam ESBL, codificam penicilinases, tais como as enzimas parentais
SHV-1, TEM-1 e ainda SHV-28.

Na Tabela 13 podem observar-se 81 isolados de E. coli com sete perfis diferentes de
susceptibilidade aos antibioticos B-lactamicos. O fenotipo mais representativo destes isolados
(n=61) apresentava susceptibilidade diminuida a todos os antibidticos B-lactamicos, excepto
aos carbapenemes e a cefoxitina, sendo semelhante ao perfil predominante de K. pneumoniae
(n=16). Em ambos os casos, este perfil foi encontrado em isolados provenientes de hospitais
de varias regides do pais. Alguns dos isolados com este perfil de resisténcia eram produtores
de ESBL da familia CTX-M, nomeadamente CTX-M-1, CTX-M-14 ¢ CTX-M-15, mas
também P-lactamases como TEM-1, SHV-1 e OXA-tipo. O segundo fendtipo mais
encontrado em K. pneumoniae caracteriza-se pela resisténcia as penicilinas, cefalotina,
ceftazidima, combinacdo amoxicilina/dcido clavulanico e piperacilina/tazobactam (n=7),

estando associado apenas a -lactamase SHV-1 e, maioritariamente, ao hospital G (n=6).
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Resultados

3.1.1. Relacio fenotipo vs tipo de ESBL

Os isolados produtores de ESBLs das familias TEM, SHV e CTX-M foram os mais
representativos entre as amostras estudadas (7Tabela 12). O fenotipo apresentado por isolados
que produziam B-lactamases ESBL era em geral semelhante entre si, porém, a distingdo pode
ser efectuada, por vezes, pelo nivel de resisténcia a cefotaxima, considerando que as enzimas
CTX-M, ao contrario das ESBL, TEM ou SHV, hidrolisam sempre este antibidtico. As -
lactamases GES, por sua vez, caracterizam-se por conferirem susceptibilidade a cefotaxima e
resisténcia a ceftazidima, facto que permite sugerir a sua presenca € expressao.

No sentido de avaliar a contribuicao presuntiva das -lactamases ESBL das familias
TEM e SHV no fenotipo de isolados que expressam estas enzimas, foi realizada uma analise
dos niveis de resisténcia a varios antibidticos -lactamicos (Figura 13).

As variagdes observadas na resisténcia aos diferentes antibidticos permitem afirmar
que, de uma forma geral, a cefotaxima e a cefepima surgem como os antibidticos aos quais 0s
isolados produtores de ESBL se revelaram mais susceptiveis. Ao contrario, estes isolados sao
na sua grande maioria resistentes a ceftazidima e ao aztreonam, a excepcao da estirpe
produtora de TEM-52 que apresenta susceptibilidade intermédia a ambos. Por outro lado, esta

enzima parece estar na origem de um maior nivel de resisténcia a cefotaxima e cefpodoxima.

W
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Figura 13. Nivel de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos de isolados que
produzem B-lactamases ESBL das familias TEM, SHV ou ambas. A azul esta
representada a estirpe que produz TEM-24, a vermelho TEM-52, a verde TEM-10
com SHV-28 ¢ a purpura SHV-12. Abreviaturas de antibioticos ver Tabela §.
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Também no caso das B-lactamases da familia CTX-M foi efectuada a andlise da sua
contribuicdo para os niveis de resisténcia dos isolados (Figura 14). De realgar o facto dos
isolados que produzem CTX-M-15 e CTX-M-32 apresentarem niveis de resisténcia idénticos,
sendo que os primeiros exibiram maior resisténcia a todos os antibidticos aqui apresentados.
Entre os isolados que produzem enzimas do grupo 1 foram os portadores de CTX-M-1 que
apresentaram menores niveis de resisténcia. Por outro lado, verificou-se uma tendéncia para
niveis de resisténcia menores nos isolados que produzem enzimas do grupo 9, quando

comparadas com os isolados que produzem CTX-M do grupo 1.
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Figura 14. Niveis de resisténcia aos antibidticos B-lactimicos de isolados que

produzem enzimas da familia CTX-M. A azul esta representada a B-lactamase
CTX-M-1, a vermelho CTX-M-9, a verde CTX-M-14, a parpura CTX-M-15¢a
turquesa CTX-M-32. Abreviaturas de antibioticos ver Tabela 8.

3.1.2. Anailise de mutacdes pontuais nos genes que codificam B-lactamases de Classe A
As mutacdes pontuais presentes nas sequéncias nucleotidicas dos genes sequenciados,
bem como as respectivas alteracdes aminoacidicas dai resultantes, estdo discriminadas nas
Tabelas 14, 15, 16 e 17. A comparacdo entre as sequéncias dos genes blarpm.1, blaspv-i,
blactx-m-1, blactx-m-9 € blaggs.) parentais (que codificam as enzimas TEM-1, SHV-1, CTX-M-
1, CTX-M-9 e GES-1, respectivamente) e as sequéncias dos genes identificados neste estudo,
bem como das respectivas enzimas que codificavam, permitiram determinar as enzimas de
classe A responsaveis pelos diferentes fenotipos, apos andlise do registo de todas as [3-

lactamases identificadas até a data (http:/www.lahey.org/studies).
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Na Tabela 16 encontram-se as mutacdes dos genes blacrx.v do grupo 1 (e
correspondentes alteragdes aminoacidicas), observadas especificamente nos genes blacrx-m-is
e blactxm.32, utilizando-se o gene blactx.m.1 como gene parental, o qual também foi detectado
neste estudo. Na Tabela 17 estabelece-se a comparacao entre o gene blactxm.14 € 0 gene
blactx-m-9 do grupo 9 Na determinacdo das mutagdes pontuais dos genes blacrxm, €
alteragcdes aminoacidicas a que ddo origem, utilizou-se para comparag¢do a primeira enzima
identificada a nivel mundial para cada grupo, o que ndo acontece nas familias TEM e SHV.
As enzimas que aqueles genes blacrx.m codificam pertencem a diferentes grupos e, portanto,
apresentam um numero elevado de diferencas nucleotidicas entre si.

A enzima TEM-10 apresentou duas substituigdes aminoacidicas em relacdo a enzima
parental TEM-1, Argl64Ser e Glu240Lys, as quais também estdo presentes na enzima TEM-
24. A enzima TEM-24 apresentou adicionalmente as substituigdes aminoacidicas GIn39Lys,
Glul04Lys e Ala237Thr. A B-lactamase TEM-52, por sua vez, possui, como TEM-24, a
substitui¢do Glul04Lys e duas substitui¢des adicionais Gly182Thr e Gly238Ser (Tabela 14).

Tabela 14. Mutagoes nucleotidicas do gene blargy e substituicdes aminoacidicas das enzimas que

codificam.

Posicao do nucledtido (aminoacido)
Enzima N°

317(39) 511(104) 691(164) 746(182) 910(237)  913(238)  917(240)

TEM-1 G(Gln) G(Glu)  C(Arg) G(Gly)  G(Ala) G(Gly)  AGl) 7

TEM-10 - - A(Ser) - - - G(Lys) 1
TEM-24 A(Lys)  A(Lys) A(Ser) - A(Thr) - G(Lys) 3
TEM-52 - A(Lys) - C(Thr) - A(Ser) - 1

A, Adenina; G, Guanina; C, Citosina; Ala, Alanina; Arg, Arginina; Lys, Lisina; Gln, Glutamina; Gly,
Glicina; Glu, Glutamato, Ser, Serina, Thr, Treonina.

Entre as enzimas da familia SHV, a penicilinase SHV-28 possui uma Unica mutagao
pontual, que resulta na troca de tirosina por fenilalanina na posi¢do aminoacidica 8, enquanto
que a ESBL SHV-12 apresenta trés substituicdes aminoacidicas, que se localizam nas
posigdes 35, 238 e 240, nomeadamente Leu35GIn, Gly238Ser e Glu240Lys (Tabela 15).

Estas duas -lactamases ndo possuem substituicdes em comum.
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Tabela 15. Mutac¢des nucleotidicas do gene blagyy e substituicdes aminoacidicas das
enzimas que codificam.

Posicao do nucleétido (aminoacido)

Enzima N°
8(7) 92(35) 700(238) 703(240)
SHV-1 A(Tyr) T(Leu) G(Gly) G(Glu) 7
SHV-12 - A(Gln) A(Ser) A(Lys) 5
SHV-28 T(Phe) - - - 2

A, Adenina; G, Guanina; T, Timina; Gln, Glutamina; Gly, Glicina, Glu, Glutamato; Leu,
Leucina; Lys, Lisina; Phe, Fenilalanina; Ser, Serina; Tyr, Tirosina.

A Tabela 16 mostra que as enzimas CTX-M-15 e CTX-M-32 apresentam a mesma

substituicdo aminoacidica, Asp240Gly, apesar da enzima CTX-M-15 diferir de CTX-M-32

em quatro alteracdes aminoacidicas adicionais. CTX-M-32, por sua vez, difere da 3-lactamase

CTX-M-1 apenas naquela substituicdo aminoacidica.

Tabela 16. Mutac¢des nucleotidicas do gene blacrx.m € substituigdes aminoacidicas das enzimas do
grupo 1 que codificam.

Posicao do nucleétido (aminoacido)

Enzima N°
239 (77) 349 (114) 429 (140)  725(240) 871 (288)
CTX-M-1 T (Val) G (Asp) T (Ser) A (Asp) A (Asn) 3
CTX-M-15 C (Ala) A (Asn) G (Ala) G (Gly) G (Asp) 81
CTX-M-32 - - - G (Gly) - 2

A, Adenina; C, Citosina; G, guanina; T, Timina; Ala, Alanina; Asp, Aspartato; Asn, Asparagina; Gly,
Glicina; Ser, Serina; Val, Valina.

Neste trabalho foram também detectadas duas enzimas CTX-M do grupo 9,

nomeadamente CTX-M-9 e CTX-M-14, as quais se diferenciam apenas por uma uUnica
alteragcdo aminoacidica (Ala231Val) (Tabela 17).
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Tabela 17. Mutagdes nucleotidicas do gene blacrx.m € substituicdes aminoacidicas das enzimas do
grupo 9 que codificam.
Posicao do nucledtido (aminoacido)
Enzima N°
697(231)
CTX-M-9 A (Ala) 1
CTX-M-14 G (Val) 12

A, Adenina; G, Guanina; Ala, Alanina; Val, Valina.

3.1.3. Analise de mutagoes silenciosas no suporte genético dos genes blargy e blasgy

Foi efectuada uma anélise do suporte genético dos genes blargym € blasyy, no sentido

de identificar as mutagdes silenciosas ai presentes e, assim, proceder a analise da evolucao

destes genes. A Tabela 18 mostra as mutagdes silenciosas na regido codificante e promotora

dos doze genes blargy encontrados neste estudo, o que permitiu a identificacdo dos seus

suportes genéticos ou frameworks. Identificaram-se quatro genes com framework de blartgm.

1A, um dos quais com promotor PaPbh e dois com promotor P3; um outro gene exibiu

framework de blatgm.14 € apresentou um novo promotor PaPb com uma substitui¢do T>A na

posi¢ao nucleotidica 147 (T147A). A analise revelou a existéncia de cinco genes com

framework blatpy.p € promotor PaPb; identificaram-se ainda trés genes com framework

idéntico a blargm.2, um com promotor PaPb € outro com o novo promotor anteriormente

referido para o qual se sugere a designagdo P6, de acordo com a nomenclatura em vigor.

Tabela 18. Mutacdes silenciosas na regido promotora e codificante de 12 variantes dos genes blatgy estudados.

Variantes Gene blagy
Regido promotora Regido codificante

Regido Regido 317

promotora Codif. 32 147 162 175 226 (Gn) 346 436 604 682 913 925 N°
P3 blaremaa cC T G A C C A C G T C G 2
PaPb blarem-is T T G A T C A T T T C G 5

PaPb blaten.ion T T G A C C A C G T C G 1

PaPb blaremas T T G A C A (Lys) A C G T C G 1

PaPb+T147A  blatemas T A G A C A (Lys) A C G T C G 2

PaPb+T147A  blatemsa T A G A C C A C G T C G 1

A, Adenina; C, Citosina; G, Guanina; T, Timina.
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Na Tabela 19 podem observar-se as mutagdes silenciosas presentes em quinze genes
blasyy, identificadas a partir da andlise comparativa com a variante blasyy.i-1vi, as quais
permitiram identificar a variante respectiva e o gene parental a partir do qual terdo evoluido.
Adicionalmente, foi determinada a variante do gene blasyv.99, que codifica a nova enzima
SHV-99, recentemente descrita (Ramdani-Bouguessa et al., 2007), para a qual foi efectuada a

caracterizagdo bioquimica, no decorrer deste trabalho (Capitulo 111, 6.).

Tabela 19. Mutagdes silenciosas na regido codificante de 15 variantes dos genes blagyy estudados.

Gene blaSHV

Variante Regiio codificante N°
92 (Leu) 324 402 633 705 762 786
blagyy.1.1vi T(Leu) C A G G T C 7
blagyy-12-11v2 A(Gln) C G G G T G 5
blagyy.os-1v1s T(Leu) T G A A C C 2
blagyy.99-1v18 T(Leu) T G A A C C 1

A, Adenina; C, Citosina; G, guanina; T, Timina; *sequéncia obtida no ambito de trabalho prévio
(Ramdani-Bouguessa et al., 2007).

Os genes blasyy.) (n=7) apresentaram as substituicdes nucleotidicas da variante 1 e os
genes blaspyy.12 (n=5) o suporte genético da variante 2; os genes blaspyy.os (n=2) € blasyv.-99
(n=1) apresentaram as mutagdes silenciosas da variante 18. Os genes que codificam
penicilinases possuem o gene blasyy.; como gene parental e o gene que codifica a ESBL

SHV-12 tem como parental o gene blasyy.i;.

3.1.4. Distribuicao dos isolados produtores de TEM, SHV, CTX-M e GES por servico

hospitalar

Considerando a importancia das -lactamases das familias TEM, SHV, CTX-M e GES
(como se demonstrou no Capitulo I), analisou-se a distribuicdo destas enzimas nos hospitais e
servicos hospitalares que estdao representados no presente estudo.

A Tabela 20 evidencia os servicos de medicina e urgéncias como sendo aqueles em
que mais frequentemente foram isoladas [-lactamases destas familias, embora os isolados
produtores de [-lactamases CTX-M-15, sendo predominantes, se distribuissem por
praticamente todos os servicos que ali se representam e, sobretudo, no hospital G por este ter
a maior representatividade na amostra estudada. Realca-se que todos os isolados produtores

de SHV-1 e CTX-M-1 foram provenientes do hospital G. Curiosamente, verificou-se ainda
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que dois isolados produtores de CTX-M-1, identificados como E. coli e K. pneumoniae,
foram recolhidos do mesmo paciente, num intervalo de um més no servico de nefrologia

(dados nao apresentados).

Tabela 20. Distribuicdo de isolados produtores de B-lactamases das familias TEM, SHV, CTX-M e GES

por diferentes servigos hospitalares e regides.

B-Lactamases

Servi¢o < w ~
- o - - 3
\n S, 2:3 D 3. g- %- 2: E: 2: E: 2: i
Cardiologia b4
Cirurgia X ¥
Consulta X, #E£0
Externa L
Gastro. X X X
Infecciologia X X X X
Medicina # #, v Q X X# X £ Q Q
Q A ¥,
p.t, ¥,
Nefrologia @ X XH#,@ X
Neurocirurgia X, A
Neurologia X
Obstetricia X X X, ¥
Oncologia X X
Pneumologia X X
ORL #,%
SO X # X.E ¥
uUcCl X X X
Urgéncia X A A X #,¥
Urologia L) X &

Hospital A - £ (n=9); Hospital B - A (n=3); Hospital C - # (n=19); Hospital D - & (n=8); Hospital E - { (n=1);
Hospital F - ¥ (n=14); Hospital G — X (n=53); Hospital H - @ (n=2); Hospital I - co (n=1); Hospital J - Q
(n=11); Hospital L- B (n=1); Hospital M — ¥ (n=4); Gastro., Gastroenterologia; ORL, otorrinolaringologia;
SO, Servigo observacao; UCI, Unidade de cuidados intensivos. Regido Norte: C, J, M; Regido Centro: B, I;
Regido de Lisboa e Vale do Tejo: D, E, F, G, H, L; Regido do Algarve: A.
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Noutros hospitais (para além do hospital G) identificaram-se igualmente varias
enzimas como SHV-12, CTX-M-14 e CTX-M-15 no hospital D; também aqui se identificou
CTX-M-15 em isolados provenientes de diferentes servicos (apesar de este hospital estar
representado por apenas oito isolados). O mesmo se verificou no hospital C (n=19), onde
foram identificadas B-lactamases SHV-28, TEM-1, CTX-M-14 ¢ CTX-M-15, estando estas
duas ultimas também presentes em mais do que um servico.

Ja os onze isolados provenientes do hospital J eram produtores de TEM-1, TEM-52,
CTX-M-15 e CTX-M-32, todos de doentes dos servigos de medicina daquele hospital. Todos
os isolados provenientes dos hospitais A (n=9) e F (n=14) eram produtores de CTX-M-15 e
distribuiram-se, respectivamente, por trés servigos diferentes. Dois dos quatro isolados
provenientes do hospital M eram produtores de TEM-24, distribuindo-se pelos servigos de

cardiologia e medicina.

3.2. B-Lactamases de classe C e carbapenemases
3.2.1. Caracterizacio fenotipica

Os isolados que apresentaram resisténcia a cefoxitina e aos carbapenemes foram
identificadas como presumiveis produtoras de [-lactamases AmpC e carbapenemases,
respectivamente (7abela 21). As PB-lactamases AmpC conferem resisténcia a todos os
antibioticos PB-lactamicos, excepto cefalosporinas de quarta geragdo e carbapenemes, embora
seja a resisténcia a cefoxitina que leva a presumir a sua presencga, tal como se verifica neste
trabalho (Anexo i, Figuras g e h). A inducao da expressdo das enzimas AmpC pode também

produzir um efeito antagonista.

Tabela 21. Estirpes avaliadas (n=17) quanto a produgdo de carbapenemases (classes A, B e D) e

cefalosporinases de classe C pelo teste de sinergia com meropenem.

Isolados IMP® ou MER® Isolados FOX®
Espécies Carbapenemase AmpC Cédigo Hospital
Classes A,BeD
Total Positivos Total Positivos
E. coli 0 0 3 3 A, G
K. pneumoniae 0 0 1 1 D
Enterobacter spp 1 0 11 11 D,G,M
P. aeruginosa 0 0 1 1 C
C. freundii 0 0 1 1 G

IMP®, Resisténcia ao imipinem; MERF, Resisténcia ao meropenem,; FOXX, Resisténcia a cefoxitina.
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Como a resisténcia aos carbapenemes, por sua vez, ¢ indicativa da producdo de uma
carbapenemase, foi realizado o teste de sinergia com meropenem, o qual permitiu detectar a
presenca destas B-lactamases. A Tabela 21 mostra o resultado desta pesquisa em 17 isolados,
entre os quais o isolado resistente ao imipenem revelou ser negativo para a producdo de
carbapenemase; no entanto, deu um resultado positivo para AmpC. Por outro lado, os
restantes dezasseis isolados que apresentaram resisténcia a cefoxitina deram um resultado

positivo, indicativo da produ¢do de AmpC.

3.2.2. Avaliacio da expressio de AmpC cromossomica

No sentido de caracterizar as [-lactamases AmpC cromossomicas de algumas
bactérias de Gram negativo procedeu-se a avaliagdo da sua expressdo, através da presenca ou
auséncia de proteina funcional no gel de revelacdo de focagem isoeléctrica (presenga da banda
com o mesmo pl da enzima utilizada como referéncia).

A Tabela 22 revela que todas os isolados analisados apresentaram pl entre 8,2 ¢ 9,0,
valores que podem ser atribuidos a presenca das AmpC cromossomicas ubiquitarias nestas
espécies. Adicionalmente, em alguns dos isolados, identificaram-se pls que foram atribuidos a
B-lactamases j& detectadas e identificadas.

Os isolados de P. aeruginosa e C. freundii apresentaram um perfil de susceptibilidade
semelhante, excepto a resisténcia a combinagdo piperacilina/tazobactam identificada em P.
aeruginosa; ambos evidenciaram a expressao da [-lactamase AmpC cromossdmica
ubiquitaria (Tabela 13). No caso do isolado de C. freundii foram ainda detectadas duas -
lactamases: SHV-12 e TEM-tipo. Os isolados de Enterobacter spp revelaram
maioritariamente dois perfis de resisténcia, distinguindo-se pela resisténcia as cefalosporinas
de quarta geragdo (cefepima), a qual esta associada a producao de P-lactamases da familia
CTX-M (n=5). Também no caso de Enterobacter spp, a resisténcia a cefoxitina e as
combinagdes P-lactamico/inibidor de P-lactamase pode ser atribuida a expressdo da
cefalosporinase de classe C ubiquitaria. Num terceiro perfil de resisténcia evidenciou-se a
resisténcia ao imipinem, o que sugeria a producdo de uma carbapenemase, eventualmente

plasmidica, tendo-se no entanto, confirmado ser uma AmpC cromossdmica.
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Tabela 22. Determinagdo do pl de P-lactamases AmpC cromossomicas (por focagem

isoeléctrica) de 13 isolados.

Espécie Enzima pl N° isolados

TEM-tipo, OXA-tipo, A 0.

E. clocae AmpC, CTX-M-15 5,4;,74; 8.2;8,9 1

E. clocae AmpC, CTX-M-15 8.2; 89 1

E. clocae AmpC 8.2 3

E. aerogenes TEM-24, AmpC 6,5; 8.5 1

E. aerogenes® AmpC 8.5 4
SHV-tipo, DHA-1, .01,

E. agglomerans CTX-M-14, AmpC 7,6;7,8;8,1; 8.5 1

P. aeruginosa AmpC 9.0 1

C. freundii TEM:-tipo, SHV-12 5.4:7,6:9.0 1

AmpC

“Estirpe com susceptibilidade diminuida ao imipinem; AmpC, ponto isoeléctrico (pI) sublinhado.

3.2.3. Caracterizacdo molecular de genes ampC

De acordo com os critérios descritos na Figura 7, foram detectados dois genes ampC,
nomeadamente blapys.; (n=1) numa estirpe de Enterobacter spp € blacuy, (n=1) em E. coli,
ambos identificados por sequenciagdo, como se representa na Tabela 23; nos restantes

isolados ndo foram detectados genes ampC plasmidicos.

Tabela 23. Avaliacdo da produgdo de B-lactamases AmpC plasmidicas em 17 isolados.

Organismo Fox" PCR multiplex Positivos AmpC*
DHA-1 CMY-2

E. coli 3 blacy” 0 1

K. pneumoniae 1 0 - -

Enterobacter spp 11 blapya’ 1 0

P. aeruginosa 1 0 - -

C. freundii 1 0 - -

“[dentificagio por sequencia¢io nucleotidica; °Amplificacdo com os primers CITE/CITR; ©

Amplificagdo com os primers DHAF/DHAR; FOXX, Resisténcia a cefoxitina.
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4. Transferéncia da resisténcia plasmidica de genes bla

Para avaliar o contributo das diversas familias de B-lactamases no fen6tipo dos isolados
estudados e para determinar se a resisténcia observada seria transferivel, ensaiou-se, numa
primeira fase, a conjugacio com a estirpe receptora Js3AzNa® e, nos casos negativos,
efectuou-se electroporacdo com a estirpe receptora E. coli HBjg; AampC. Nao foram obtidos
quaisquer transconjugantes mas, por electroporagdo, obteve-se a transferéncia do gene blacrx.
Mm-1 da estirpe clinica KpINSA76; (CTX-M-1) para a receptora, da qual resultou o
transformante EcHB o1 (CTX-M-1).

Globalmente, o transformante apresentou um perfil de resisténcia aos antibidticos [-
lactamicos idéntico a estirpe clinica (Tabela a, Anexo ii), excepto a susceptibilidade as
combinagdes amoxicilina/acido clavulanico e piperacilina/tazobactam, aos quais a estirpe
clinica se tinha revelado resistente. A estirpe clinica apresentou ainda resisténcia ao

trimetoprim e sulfametoxazol, aos quais o transformante era susceptivel.

5. Avaliacao da multirresisténcia

Os 126 isolados ndo s6 foram avaliados relativamente a sua susceptibilidade aos
antibidticos P-lactdmicos (como se demonstrou anteriormente), mas foram ainda avaliados
quanto a sua susceptibilidade as quinolonas, aminoglicosideos, inibidores da via do acido
folico, lipopéptidos, nitrofuranos, fosfomicinas e glicilciclinas, o que permitiu avaliar a sua
multirresisténcia. No Tabela 24 apresentam-se os 32 perfis de multirresisténcia de 104
isolados resistentes a trés ou mais classes de antibidticos, incluindo a resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos. Dois dos perfis de multirresisténcia apresentados sao
predominantes (com 15 e 23 isolados) em relagdo aos restantes € ambos incluem resisténcia
aos aminoglicosideos (kanamicina, gentamicina e amicacina), quinolonas (acido nalidixico,
norfloxacina, pefloxacina e ciprofloxacina) e inibidores da via do &cido f6lico (trimetoprim e
sulfametoxazol); o perfil mais representativo (n=23 isolados) inclui adicionalmente a
resisténcia a tigeciclina. Existem também trés perfis de multirresisténcia representados por
nove isolados cada, todos com resisténcia as quinolonas e aos aminoglicosideos, o que
acontece, alids, na grande maioria dos isolados multirresistentes estudados. Existe ainda uma
associacao da B-lactamase CTX-M-15, bem como das enzimas TEM e OXA-tipo a varios
perfis de multirresisténcia, sendo a sua ocorréncia registada em hospitais de varias regides de

Portugal.

54



S

6 Dd'a’v 0dn-vxXO0 ‘AHS ‘WAL SI-IN-XLD ODL ‘dALL ‘LXS ‘NV ‘NAD NV ‘dID ‘ddd “YON ‘YN
14 WD odn-vxX0 ‘WAL YT-INAL ‘ST-IN-X.LD dIALL “1LXS NV ‘NdD NV ‘dID ‘ddd UON VN
C a odn-vX0 ‘WAL SI-IN-XIO  DOL ‘dAL ‘SO “LXS NV ‘NAD NV ‘dID ‘4dd “YON VN
I D odn-INA.L SI-IN-XLD dINL ‘SO “LXS NV ‘NdD NV ‘dID ‘ddd “YON VN
I D 0dn-vX0 ‘ WAL SI-IN-XLD NV ‘NAD NV ‘dID ‘ddd “4ON ‘VN
6 | 0dn-vX0 ‘ WAL TEIN-XLD ‘ST-IN-XLO ‘PI-IN-X 1D NAD NV ‘dID ‘ddd “YON VN
! D odn-vx0 ‘WAL ST-IN-XLD SO NV ‘dID ‘ddd YON VN
I W odn-AHS odwry ‘pz-IWAL DOL ‘dALL ‘L4 “1XS ‘NAD ‘dID ‘ddd “YON VN
[4 awv odn-vX0O ‘AHS [-VHA ‘ST-IN-X1D ‘vT-IN-XLD JOL ‘dALL ‘LXS ‘NV ‘NAD ‘dID ‘4dd “4ON VN
I D odn-vx0 ‘WAL SI-IN-XLD dINL “LXS NV ‘NAD “dID ‘ddd “YON ‘YN
I [ odn-vX0 SI-IN-XLD NAD ‘dID ‘ddd “YON ‘YN
I I - CI-AHS ODL ‘NAD NV 4ON ‘YN
C d 0dn-vXO ‘AHS ‘WAL SI-IN-XLD ODL ‘dAL ‘LXS ‘NAD ‘NVI ‘dID YON VN
! o) - Odury ODL ‘dAL ‘L4 ‘LXS ‘NVI VN
I a odn-AHS ‘WAL SI-IN-XLD DOL ‘NAD NV
I D odn-AHS - JDL ‘SO
! v odn-INd.L SI-IN-XLD dINL ‘LXS ‘dID
SOpe[OoSI [endsoyq
9P N 031p0) ,SoseulpIudg Qdury no 1gsq BIUQISISALINNA [J12d

‘[eSmaod op sarererdsoy soodrmynsur wo

8007 2 00T 21ud SOpIY[0Ia1 “(,Sopejuasaide opu SOPEP) SOOIWEBIIR[-( SOONOIQIIUE SOB BIOUQISISAI OPUIN[OUI ‘SOJUISISALIINU SOPR[OSI ()| 9P OBILZLIAIORIR)) *p BRqE],

soppinsay



9¢

"9 D]agV ] I9A SOONOIqNUE 9P SBINJBIAJIQY YDd Jod seuade sepeorjnuapl sewizud

:0dn-yXO @ AHS ‘WAL, ‘edIppodjonu ogdepuonbas sode sepesynuopl sewizug, ¢/ vjagn] eu SOpejudsalde SOOIWEIOE]- SOONQIQIUE SO BIOUYISISAI 91qOs sope( ,,

I 9) - Ddwy ODL ‘dAL

I D odn-AHS - JDL ‘LXS

I [ odn-INd.L - DOL ‘dIAL ‘SO ‘LXS ‘NV ‘NAD NV UYON

[4 D odn-INd.L SI-IN-XLD ‘I-SdD ODL “dID ‘ddd “YON ‘YN

C D49 odn-INA.L ST-IN-X1D ‘6-IN-X 1D dINLL “LXS ‘dID ‘ddd “4ON ‘YN

C [ odn-vX0 ‘WAL SI-IN-XLD ODL NV ‘dID ‘4dd UON ‘YN

I o) odn-AHS ‘WAL - ODL ‘dALL ‘LXS NV ‘dID ‘ddd “YON VN

1% DD odn-vXO ‘WAL Ddwy ‘Z-AND “ST-IN-X1O ‘v I-IN-X.LD Y- WAL dALL ‘LXS NV ‘dID ‘ddd “dON VN

I r odn-yxX0 ‘WAL SI-IN-XLD ODL ‘LXS ‘NVI ‘dID ‘4dd “4ON ‘YN

I o) odn-vx0 SI-IN-XLD DOL ‘dAL ‘NAD ‘NVI ‘dID ‘4dd “4ON ‘YN

6 N TADV odn-yxX0 ‘WAL SI-IN-XLD ODL ‘NAD NV ‘dID ‘ddd UON VN

€ [1'DA'dD 0dn-vxXO0 ‘AHS ‘WAL SI-IN-XLD “TS-INAL ‘TI-AHS ODL ‘dALL ‘LXS ‘NAD NV ‘dID ‘ddd “4ON ‘YN

Sl HADD odn-vXO0 ‘WAL Odwry “ST-N-XLD ‘v 1-IN-XLD ‘CTI-AHS dIALL ‘LXS ‘NAD NV ‘dID ‘ddd “4ON ‘YN

I q odn-vX0 ‘WAL SI-IN-XLD ODL ‘S04 ‘SO ‘NAD NV ‘dID ‘ddd “YON VN

! q 0dn-y X0 SI-IN-X.LD ODL ‘NV ‘NAD NV ‘dID ‘ddd “4ON ‘YN

SOpe[OoSI rendsoyq

9P N 031p0) ,SoseulpIudg Qdury no 1gsq BIUQISISALINNA [JI2d

(ogdenunuoo) *pg ePRqel

soppinsay



Resultados

6. Propriedades bioquimicas de SHV-99

Num trabalho previamente realizado na URRA, no ambito de uma colaboragdo com
a Argélia, foi identificada a produgao das B-lactamases SHV-99 (uma nova enzima), CTX-M-
15 e TEM-1 por um isolado K. pneumoniae, KpARG220, proveniente de um Hospital daquele
pais.

Depois de efectuada a clonagem do gene blasyy.99 € subsequente transformacao,
foram determinadas as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) de dezassete antibidticos
B-lactamicos, necessarias para inibir o crescimento da estirpe clinica produtora de SHV-99,
do respectivo transformante e da estirpe receptora (Anexo iii, Tabela a). De acordo com
aquela tabela, a estirpe clinica KpARG220 apresentou resisténcia ao grupo das penicilinas,
bem como as cefalosporinas e ao monobactamico, sendo inibida pelo 4cido clavulanico e
tazobactam. Embora o perfil de susceptibilidade aos antibidticos do transformante EcDH5a
SHV-99 se tenha mantido (em relagdo a estirpe clinica) no que se refere a amoxicilina,
ticarcilina e piperacilina, revelou-se susceptivel as cefalosporinas € monobactamico, pois nao

possuia o gene blacrxm.1s, €xpressando apenas o gene blasyy.go.

Como a nova enzima SHV-99 nio tinha sido caracterizada bioquimicamente, e por se
revelar de interesse para correlacionar com os resultados obtidos no presente trabalho,
considerou-se importante ai integrar o estudo cinético desta B-lactamase, a qual se caracteriza
por possuir uma substitui¢do na posi¢do aminoacidica 104.

Assim, a enzima SHV-99 foi extraida e purificada, a partir do transformante EcDH5a
(SHV-99), por cromatografia de troca ionica e filtracio em gel, para uma melhor
caracterizacdo desta -lactamase (Anexo iv, Figuras a e b). A contribuicao de cada uma das
técnicas utilizadas no processo de purificagdo, para a pureza final da proteina, foi avaliada
num gel de poliacrilamida, o qual foi utilizado também para a determinacdao aproximada do
seu peso molecular, por comparagdo com um marcador de pesos moleculares. A amostra
apresentou uma pureza de cerca de 95% e um peso molecular de aproximadamente 28 kDa. A
concentragdo da proteina purificada, determinada em 8678,12 nug/ml foi, posteriormente
utilizada para o calculo da eficiéncia catalitica.

A Tabela 25 apresenta os parametros cinéticos da -lactamase SHV-99, determinados
para nove antibidticos B-lactadmicos e os parametros da enzima parental, previamente obtidos
(Mendonga et al., 2008), para comparagao. Os resultados ai apresentados permitem deduzir a

actividade catalitica da B-lactamase SHV-99 (ke 58 a 778s™) que, para as penicilinas, foi
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significativamente mais baixa do que a da enzima SHV-1 (ke 220 a 1937s™"). Porém,
verificou-se um aumento na afinidade de SHV-99 para as penicilinas (K, 5,0 a 13,0uM), em
relagdo a SHV-1 (K, 11,0 a 24,0 uM), bem como para as cefalosporinas de terceira geragao e
monobactamico, exceptuando a menor afinidade para as cefalosporinas de primeira e segunda
geracdes (K, 102,0 e 120,0 uM) em relacdo a SHV-1 (K,, 40,0 e 80,0 uM). Para as
cefalosporinas de terceira geragdo, a nova [3-lactamase apresentou valores de afinidade que
variaram entre os 136,0 e os 183,0uM, enquanto SHV-1 apresentou valores entre 142 a
257uM, sendo de realgar que a constante de afinidade de SHV-1 para o aztreonam nao foi
determinavel. A semelhanca do que sucede com SHV-1, a nova B-lactamase também ndo
apresentou capacidade de hidrolisar, de forma eficiente, as cefalosporinas de terceira geragao
ou o monobactamico.

De uma forma geral, SHV-99 (k../K,, 0,003 a 62,3 uM'l.s'l) exibiu menor eficiéncia
catalitica do que SHV-1 (kqo/Ky, 3,2 a 84,2 uM'I.s'l) para todos os antibidticos, ainda que

estes valores sejam comparaveis.

Tabela 25. Constantes cinéticas K, k.., ¢ K../K,, € respectivos desvios-padrdo para as [-lactamases

SHV-99 e SHV-1.

SHV-1 SHV-99
O Ryos] Km a kCllta kca/Kma Km kcat kCﬂ/Km

Antibidtico —\ nr) ") @M'sY) M) ) uMs™)
PENG 23,0+0,4 1937,0+82,0 84,2420 12,0+0,1 778+61 62,344 4
AMX 31,0+1,3 1044,0+10,0 33,3+1,1 11,0+0,7 563+8 49,6+1,8
TIC 11,0+£3,4 220,0+49,0 20,4+1,7 5,0£1,0 5842 13,0+£2,4
PIP 24,0+0,5 1490,0+96,0 62,5+£2,7 13,0£1,4 563+23 43,5+6,5
CF 40,0+1,5 128,0+33,0 3,2+0,8 102,0+11,4 372 0,37+0,04
CXM 80,0+0,6 <0,1 ND 120,0+7,1 <0.1 ND
CTX 257,0420,7 <0,1 ND 183.,0£0,7 <0.1 ND
CAZ 142,032 <0,1 ND 136,040,9 <0.1 ND
AZT ND <0,1 ND 196,0+0,6 0.500+£0,001  0,003+0,000

* Constantes cinéticas extraidas de Mendon¢a et al, 2008; ND, ndo determindvel. Abreviaturas de

antibidticos ver Tabela §.

A 1Cs foi calculada a partir das velocidades iniciais que se obtiveram para a [3-
lactamase e do volume de inibidor adicionado a cada reaccdo enzimatica, como representado
na Figura 135.

De acordo com a Tabela 26, os valores de 1Csy obtidos permitiram verificar que a
enzima SHV-99 era mais susceptivel a inibi¢ao pelo acido clavulanico e pelo tazobactam do

que a [-lactamase parental. Assim, as [-lactamases SHV-1 e SHV-99 apresentaram,
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respectivamente, um ICsy de 0,17uM e 0,03uM para o acido clavulanico. Em relagdo ao
tazobactam, SHV-1 apresentou um ICsy de 0,11uM, enquanto que SHV-99 necessitou apenas

de 0,02uM para que a reaccdo fosse inibida a 50%.

C N
y=0,21252-3,829x + 20,20 y=0,419%2-4,427x+ 20,15
25,00 RZ=0,994 25,00 R?=0,995
.HT 20,00
% ’ = 20,00
£ 15,00 S 15,00
@ s
o =
L 10,00 » 10,00
S -
] <
< 500 5 5,00
= 2
0,00 : : . 2 0,00 : : .
0 2 4 1] 0 2 4 1]
\ Volume de écido clavulanico [pl) \ Volume de tazobactam (pl)

Figura 15. Correlagdo entre a velocidade inicial da reac¢do e o volume de &cido clavulanico (a

esquerda) e tazobactam (a direita).

Tabela 26. Valores de ICs, das -lactamases SHV-99 e SHV-1 para os inibidores

acido clavulanico e tazobactam.

- 1Cs0 (pM)
Inibidor de B-lactamase SHV-1 SHV-99
Acido clavulanico 0,17 0,03
Tazobactam 0,11 0,02
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1V. Discussdo

As bactérias de Gram negativo estdo frequentemente implicadas em infec¢des humanas,
expressando, muitas vezes, mecanismos de resisténcia aos antibidticos, pelo que a vigilancia
da susceptibilidade destes microrganismos as varias classes de antibidticos ¢ da maior
relevancia. A avaliagdo da susceptibilidade aos antibidticos B-lactamicos apresenta uma
importancia particularmente acrescida, ja que estes sdo os agentes antimicrobianos mais
utilizados no tratamento de infecgdes bacterianas em Portugal (Muller et al., 2007), facto que
motivou a realizag¢ao deste trabalho.

Assim, nesse ambito, mostrou-se que 126 isolados de bactérias de Gram negativo
resistentes a amoxicilina eram resistentes a outras penicilinas, sendo a sua grande maioria,
resistente as cefalosporinas e monobactamico, o que ¢ consistente com o facto destes isolados
serem, a partida, produtores de ESBL. Os resultados obtidos permitiram constatar, no entanto,
que a susceptibilidade aos carbepenemes, consequéncia da auséncia de carbapenemases, foi
predominante. Embora ja tenha sido descrita em Portugal a ocorréncia de isolados produtores
de carbapenemases, neste estudo, estas 3-lactamases ndo foram detectadas, sendo, no entanto,
prevalentes em alguns paises Europeus como a Grécia e emergentes noutros paises (Cardoso
et al., 2002; Henrichfreise et al., 2005; Maltezou et al., 2009; Peleg et al., 2005; Tortola et al.,
2005; Tysall et al., 2002). Assim, a vigilancia da susceptibilidade aos carbapenemes ¢,
actualmente, crucial (Livermore e Woodford, 2006).

Considerando as implicagdes clinicas da resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo, foram também investigados os mecanismos associados a essa resisténcia,
nomeadamente a producao de ESBL, pelo que, foi objectivo deste trabalho pesquisar e
identificar genes bla responsdveis por este fenotipo. A principal limitagdo nesta pesquisa,
partindo da leitura interpretativa do antibiograma, foi a coexpressdo de varias enzimas por um
mesmo isolado, da qual resultou uma sobreposicao de fendtipos que condicionou, por vezes, a
defini¢do de qual a melhor estratégia a adoptar. No entanto, globalmente, foram detectados 81
genes blatpm, 35 blasuvy, 71 blaoxa, 99 blactx-m, um blaggs, dos quais, de acordo com os
critérios adoptados, apenas foram identificados 26 genes que codificavam B-lactamases TEM
e SHV, 99 genes que codificavam B-lactamases CTX-M e um gene que codificava a enzima
GES-1. Entre os isolados com resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo verificou-se
que a producdo concomitante das B-lactamases CTX-M-15, TEM-tipo e OXA-tipo ocorria
num numero bastante representativo.
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A resisténcia as combinagdes B-lactimicos/inibidores de B-lactamases foi observada
num grande nimero de isolados, ainda que ndo tenham sido detectadas quaisquer [-
lactamases que possam estar na sua origem (IRT ou IRS). Este facto pode ser explicado ainda
por varios outros mecanismos, como a producao de enzimas OXA, hiperproducao de TEM e
SHV parentais, producdo de enzimas AmpC, ou diminui¢do da permeabilidade (Bradford,
2001; Jacoby, 2009; Wu et al., 1994; Wu et al., 2001).

Num grupo de isolados com susceptibilidade diminuida a ceftazidima e sinergia com o
acido clavulanico identificou-se apenas a expressao de penicilinases TEM-1 ¢ SHV-1.
Também, em alguns destes isolados, se observou resisténcia as combinagdes [-
lactamicos/inibidores de B-lactamases, ndo estando, no entanto, associadas a producao de -
lactamases resistentes aos inibidores. Este facto sugere estar-se em presenca de -lactamases
hiperproduzidas, o que pode estar na origem de fenotipos semelhantes aos produzidos por
ESBLs (Mendonga ef al., 2006a). A hiperprodu¢do de enzimas parentais pode ocorrer por trés
mecanismos distintos, nomeadamente promotores com mutagdes nucleotidicas, duplicacao do
gene bla e presenga de plasmideos multicopia (Rice et al., 2000), ou pode ainda dever-se a
diminui¢do da expressdo de OMPs, concomitante com a presenca de TEM-1 e SHV-1, como
demonstrado por Wu et al. (1994 e 2001).

Mendonga et al. (2006b), no ambito de um estudo efectuado em Portugal em 2006,
demonstrou a coexisténcia das enzimas CTX-M-15, TEM-1 e OXA-1 (OXA-30) em isolados
de E. coli em duas regides distintas. Machado et al. (2006) verificou a associacdo dos genes
que codificam aquelas trés [-lactamases, ao gene aac(6)-Ib-cr, que codifica a enzima
Aac(6’)-Ib-cr, capaz de inactivar a accdo de duas classes de antibidticos em simultaneo, os
aminoglicosideos e as fluoroquinolonas, tendo ainda demonstrado que aqueles genes eram
disseminados num plasmideo comum.

Neste trabalho, embora as enzimas TEM e OXA-tipo detectadas em associacdo com
CTX-M-15 ndo tenham sido identificadas por sequenciacao, podem tratar-se das mesmas [3-
lactamases veiculadas por um plasmideo idéntico, uma vez que também aqui se detectou um
nivel elevado de resisténcia as fluoroquinolonas e aos aminoglicosideos. Efectivamente, o
genoétipo blarem + blactx-m + blaoxa foi encontrado em isolados de K. pneumoniae ¢ E. coli
(41/126) provenientes de hospitais de varias regides de Portugal continental. Se excluissemos
o gene blagyy cromossomico, detectado adicionalmente em grande parte dos isolados de K.
pneumoniae (com gendtipo blarpy + blasyy + blactxm + blaoxa), 0 nimero de isolados que

hipoteticamente teriam aquele plasmideo seria ainda mais elevado (56/126). O perfil de
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resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos mais comum que se encontrou (7abela 13), diz
respeito a resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta
geragdes e monobactamico, identificado em isolados de E. coli e K. pneumoniae, o qual esta
associado ao genotipo anteriormente referido. Este fenotipo, ja anteriormente disseminado em
Portugal, quer em isolados de E. coli (2004-2006) quer de K. pneumoniae (1999 e 2006),
parece manter-se, como se demonstrou na nossa amostra (21,4% dos isolados de 2004/2007 e
78,6% de 2008) (Mendonga et al., 2007; Medonga et al., 2009a). Refira-se, a este respeito,
que em todos os isolados dos varios Hospitais, mesmo aqueles com menor representacao na
amostra do estudo (o que exclui o Hospital G), se identificou CTX-M-15, a excepcao do
Hospital C (Tabela 20).

Até ao inicio da década de 90, apenas se descreviam na Europa ESBL das familias
TEM e SHV. Porém, este panorama mudou drasticamente na ultima década pois, actualmente,
predominam as -lactamases da familia CTX-M.

Também em Portugal se confirma este predominio, como refor¢am os resultados
apresentados neste estudo. Segundo Livermore ef al. (2007) as B-lactamases CTX-M foram
descritas pela primeira vez na Peninsula Ibérica, no ano 2000, com a identificagao de isolados
de E. coli produtores de CTX-M-9. Num estudo multicéntrico realizado em Espanha, com
isolados de E. coli e K. pneumoniae provenientes de 40 hospitais, no periodo de Marco a
Junho de 2000, os quais expressavam um fendtipo ESBL, eram prevalentes as enzimas CTX-
M-9, CTX-M-14 ¢ SHV-12 (Hernandez et al., 2005). Mais tarde, no ano de 2009, também em
Espanha, todos os isolados de K. pneumoniae com resisténcia as cefalosporinas de terceira
geragdo estudadas por Oteo et al. (2006) eram produtores da enzima CTX-M-15. Tal como
naquele estudo, Mendonga et al. (2007 e 2009a) constatou uma emergéncia das enzimas
CTX-M, em Portugal, neste caso, apds 1999, ano em que nao se detectou a expressao de
CTX-M em qualquer isolado de E. coli e de K. pneumoniae.

A identificacdo de isolados com caracteristicas fenotipicas e genotipicas idénticas, em
diferentes regioes de Portugal, sugere que a disseminagdo da resisténcia associada a enzima
CTX-M e, sobretudo, CTX-M-15, seja mediada por elementos moveis e/ou clones
geneticamente relacionados, tal como previamente descrito (Mendonga et al., 2007;
Livermore et al., 2007). Assim, seria interessante, num futuro proximo, sequenciar as regioes
flanqueantes dos genes que codificam estas enzimas e proceder-se ao estudo da clonalidade,
eventualmente por PFGE (Electroforese em campo pulsado), de modo a confirmar, ou nao,

respectivamente, estas duas hipoteses.
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A andlise de isolados produtores de B-lactamases das familias TEM, SHV e CTX-M
permitiu detectar doze enzimas distintas, das quais nove sdo ESBL e as restantes sdo
penicilinases, como se observa nas Tabelas 14, 15, 16 e 17. Para uma completa compreensao
da influéncia das diversas alteracdes aminoacidicas das enzimas TEM, SHV e CTX-M na sua
actividade catalitica, sobre os diferentes substratos em que podem actuar, deve ter-se em conta
a sua estrutura. Foram encontradas doze isolados produtores de quatro enzimas da familia
TEM — TEM-1, TEM-10, TEM-24 e TEM-52 — identificadas a partir dos genes que as
codificam.

A enzima TEM-10, a qual apresentou duas substituicdes aminoacidicas em relagdo a

enzima parental, Argl64Ser e Glu240Lys, estando estas também presentes na enzima TEM-
24, apresentou adicionalmente as substitui¢des GIn39Lys, Glu104Lys e Ala237Thr, alteragdes
ja previamente descritas (Chanal et al., 1992; Quinn et al., 1989). As alteragdes aminoacidicas
presentes em TEM-10 parecem garantir a hidrolise eficiente da ceftazidima e do aztreonam,
mas ndo das restantes cefalosporinas de terceira geracdo, como se confirma na Figura 13,
ainda que exista resisténcia a outras cefalosporinas; porém, ndo podemos ignorar o facto de a
mesma estirpe co-produzir SHV-28 e, eventualmente, possuir outros mecanismos de
resisténcia que ndo foram investigados neste trabalho como, por exemplo, a expressdao
diminuida de OMPs, entre outros (Quinn ef al., 1989). A B-lactamase TEM-52 partilha com
TEM-24 a substituicdo Glul04Lys e possui duas substituicdes adicionais Glyl82Thr e
Gly238Ser, as quais também j& foram descritas em varias enzimas da familia TEM (Poyart et
al., 1998). O facto de as P-lactamases TEM-24 ¢ TEM-52 serem ESBL e partilharem a
substituicdo Glul04Lys sugere que esta modificacio podera estar relacionada com a
capacidade de conferir fenétipo ESBL, embora ndo esteja presente em TEM-10. Refira-se, no
entanto, que SHV-99 possui também uma mutagao na posi¢cdo aminoacidica 104, mas nao tem
actividade catalitica que lhe associe um fen6tipo ESBL, como se justifica mais adiante.
A alteracao Gly238Ser esta localizada na regido interior da folha B3, a semelhanca do que
sucede com a posi¢do 240, as quais tém sido associadas a fenotipo ESBL. De facto, estudos
realizados através de mutagénese ao acaso (random mutagenesis) provaram que esta
substituicdo esta associada a fendtipos de resisténcia a ceftazidima (Bonnet et al., 2001;
Bouthors et al., 1998; Knox, 1995).

Como podemos ver na Tabela 15, foram identificadas duas -lactamases da familia
SHV para além da parental SHV-1 (a mais conhecida e estudada). Também a penicilinase

SHV-28 nao possui alteragdes aminocidicas na regido da folha 33, enquanto a ESBL SHV-12
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apresenta substituicdes quer na posi¢ao 238, quer na posi¢ao 240, o que corrobora o facto de
estas posi¢des estarem sempre associadas a fendtipos de resisténcia as cefalosporinas de
terceira geragdo e, em particular, a hidrolise da ceftazidima (Nuesch-Inderbinen et al., 1997,
Bouthors et al., 1998).

Em conclusao, verificou-se que a estrutura das 3-lactamases TEM-10, TEM-24, TEM-
52 e SHV-12, justifica a sua fungcdo ESBL, conferindo resisténcia as penicilinas, as
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdes e monobactdmico (Tabela 14, 15 e
Figura 13), com destaque para a ceftazidima, ja que as isolados produtores destas [-
lactamases apresentaram halos de inibi¢do bastante mais reduzidos e, consequentemente, um
nivel mais elevado de resisténcia a este antibiotico.

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram ainda que as 99 isolados produtores de
B-lactamases pertencentes a familia CTX-M eram do grupo 9 (CTX-M-9 e CTX-M-14) e do
grupo 1 (CTX-M-1, CTX-M-15 e CTX-M-32). Também neste caso, para se compreender qual
a contribuicao das substituigdes aminoacidicas no perfil hidrolitico destas enzimas (expresso
na Figura 14), ¢ importante ter em conta a sua estrutura (7abela 16). Assim, verifica-se que as
enzimas CTX-M-15 e CTX-M-32 apresentaram a mesma substituigdo aminoacidica
(Asp240Gly), apesar da enzima CTX-M-15 diferir de CTX-M-32 em quatro alteragdes
aminoacidicas adicionais, anteriormente descritas por Cartelle et al. (2004). CTX-M-32, por
sua vez, difere da B-lactamase CTX-M-1 apenas naquela substituicdio aminoacidica. E de
realcar que CTX-M-3 ¢ a enzima parental de CTX-M-15, diferindo entre si apenas na
substituicdo Asp240Gly (Poirel et al., 2002). O facto de a substituicdo que ha em comum
entre as enzimas CTX-M-15 e CTX-M-32 ser Asp240Gly, e ambas as enzimas conferirem
uma resisténcia bastante elevada a ceftazidima, permite sugerir que esta substituicdo sera a
responsavel por aquele fendtipo. Também Kim et al. (2005) demonstraram que esta
substituicdo aminoacidica na enzima CTX-M-15 resultava num aumento da hidrélise da
ceftazidima comparativamente com a da enzima CTX-M-3. Assim, a semelhanca do que foi
concluido para as B-lactamases das familias TEM e SHV, também a substituicao Asp240Gly
parece ser crucial na actividade catalitica das enzimas CTX-M sobre a ceftazidima.
Relativamente as duas enzimas do grupo 9 identificadas neste trabalho, a enzima parental
CTX-M-9 e a enzima CTX-M-14 (Tabela 17), verificou-se que a presenca de uma unica
alteracdo aminoacidica (Ala231Val) na enzima CTX-M-14, que as distingue entre si, parece
ndo influenciar significativamente o perfil de resisténcia; de facto, os isolados que produzem

quer uma quer outra destas B-lactamases expressam resisténcia as cefalosporinas de primeira,
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segunda, terceira e quarta geracdes, embora a producdo de CTX-M-9 parega conferir um
maior nivel de resisténcia a estes antibidticos, como a Figura 14 sugere. Ao contrario das [3-
lactamases CTX-M do grupo 1, as do grupo 9, ndo apresentaram qualquer substitui¢do
aminoacidica na posi¢do 240 e também ndo apresentaram um nivel elevado de resisténcia a
ceftazidima, o que corrobora a sugestdo de que esta posi¢do tem um papel importante na
degradacao deste antibiotico.

Neste trabalho foi também identificada uma B-lactamase GES-1, a enzima parental das
B-lactamases da familia GES, a qual pertencem também as enzimas IBC. Esta -lactamase
tem sido pouco descrita em Portugal, em compara¢do com outras f-lactamases de classe A,
embora uma estirpe de K. pneumoniae produtora de GES-1 ja tenha sido associada a um surto
na regiao de Lisboa (Duarte et al., 2003). De acordo com Poirel et al. (2000) esta B-lactamase
tem sido predominantemente associada a isolados de K. pneumoniae, embora se desconhega o
motivo; porém, neste trabalho, a Pf-lactamase GES-1 foi detectada num isolado de E. coli
colectado num hospital da regido de Lisboa. Esta B-lactamase ¢ caracterizada por conferir
fenodtipos de resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geragao e a
ceftazidima (Queenan e Bush, 2007), mas ndo as restantes cefalosporinas de terceira geracao,
0 que esta de acordo com os resultados obtidos neste trabalho.

Alguns residuos aminoacidicos parecem estar associados as propriedades cataliticas de
GES-1, tal como o residuo de treonina na posi¢ao de Ambler 237, o qual pode ser encontrado
em TEM-5 e TEM-24. Também ¢ interessante verificar que GES-1 possui residuos de cisteina
nas posicdes 69 e 238, que estdo frequentemente associados a hidrolise dos carbapenemes;
porém, esta -lactamase, ao contrario de outras da sua familia, ndo ¢ capaz de hidrolisar estes
antibioticos, revelando apenas uma maior afinidade para o imipinem do que outras ESBL de
classe A (Poirel ef al., 2000). Uma vez que ndo se sabe qual a origem das enzimas da familia
GES e nenhuma B-lactamase conhecida tem uma homologia superior a 36% com este grupo,
torna-se dificil estabeler relacdes entre a estrutura e a funcdo nestas f-lactamases.

Ainda no ambito do estudo das -lactamases das familias TEM, SHV, CTX-M e GES,
e considerando a predominancia de algumas destas enzimas em Portugal, julgou-se oportuno
efectuar uma analise da presenca e distribuicdo dos isolados produtores destas enzimas nas
diversas institui¢cdes e servigcos hospitalares. Assim, verificou-se que, na amostra do estudo,
existia uma predominancia destas -lactamases nos servicos de medicina e na urgéncia, o que
pode estar relacionado com o facto de as enfermarias dos servicos de medicina serem locais

muitas vezes sobrelotados, o que facilita a dissemina¢do de determinantes de resisténcia e
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infec¢des. Por outro lado, estas circunstancias sdo agravadas, porque grande parte dos doentes
deste servigo necessitam de catéteres urogenitais e intravenosos, sondas nasogastricas e
contacto fisico frequente com os profissionais de satide (Rooney et al., 2009). No caso da
urgéncia existe um maior fluxo de individuos € uma populacao microbiana residual vasta, o
que também podera exercer influéncia na disseminagdo de microrganismos e de elementos
moveis entre as bactérias. Verificou-se ainda que todas as enzimas SHV-1, que se
encontraram no estudo, eram produzidas por K. pneumoniae e que tinham sido isoladas no
mesmo hospital (n=7), pelo que se suspeita de um processo de disseminagado clonal, ainda que
s através de realizagcdo de PFGE se possa confirmar esta hipdtese. Reforga-se, existir
evidéncia de que a B-lactamase CTX-M-15 se encontra disseminada pelo pais, ja que entre os
dezassete servigos hospitalares do estudo, esta foi encontrada em dezasseis, estando ausente
apenas no servi¢go de cardiologia, tendo sido ainda identificada em hospitais de varias regioes
do pais.

Neste estudo foi ainda efectuada a caracterizagdao do suporte genético (framework) dos
genes blatpy € blasyy. A andlise dos genes blapy foi realizada através da comparacdo da
sequéncia do gene parental blarpm.ia com os genes em estudo, ao nivel das mutagdes
silenciosas presentes nas posicoes 32, 147, 162 e 175 da regido promotora e 226, 317, 346,
436, 604, 682, 913 e 925 da regido codificante. Identificaram-se trés tipos de promotores: P3,
PaPb e um novo promotor PaPb com a substitui¢do T147A. O promotor P3 ¢ um promotor
relativamente fraco quando comparado com os promotores P4, P5 ou PaPb (Lartigue et al.,
2002), podendo PaPb estar associado a hiperproducdo de TEM neste estudo. O novo
promotor ja havia sido identificado noutros genes blargm detectados na URRA, pelo que se
suspeita que exista um gene parental com este promotor a circular em Portugal, ja que estes
genes foram identificados em isolados de zonas geograficas distintas. A avaliagdo e
caracterizacdo deste novo promotor enquadra-se nas perspectivas futuras deste trabalho. Os
frameworks encontrados no estudo foram os frameworks de blatgm.ia, blatem.iz € O
framework idéntico a blargm., 0S quais correspondem as variantes mais comuns € se
encontram disseminados por todo o mundo (Lartigue et al., 2002). Em relacdo a analise do
suporte genético dos genes blasyy, foram igualmente determinadas as mutagdes silenciosas
presentes em posi¢des nucleotidicas especificas dos genes em estudo e comparadas com a
sequéncia do gene blagpyy.i.1vi, 0 primeiro dos genes parentais descritos (AF148850).
Seguindo a classificacdo proposta por Mendonca et al. (2009b), os genes do estudo

apresentaram duas origens diferentes: todos os genes blasyy.; € blasyv.os derivam do gene
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blasyy.) parental e os genes blasyy.-1, derivam do gene blasyy.-1; parental. Por outro lado, todos
os genes blasyy.;, identificados em isolados de um mesmo hospital, possuem a variante 1,
sugerindo disseminacdo dessa variante. De referir ainda a presenga da variante 18 em isolados
de E. coli com SHV-28 recolhidos em Portugal e no isolado de K. pneumoniae proveniente da
Argélia, o que sugere a importacdo ou exportacdo desta variante. Estes resultados serdo
importantes numa andlise filogenética alargada sobre a familia de genes blasyy.

Nao ¢ do nosso conhecimento que existam relatos sobre [-lactamases AmpC
plasmidicas isoladas em Portugal, pelo que, dada a sua actual emergéncia noutros paises, foi
também objectivo deste estudo avaliar a presenga deste mecanismo de resisténcia em isolados
com fenotipo de resisténcia a cefoxitina. Entre os dezassete isolados que revelaram resultados
positivos no teste de sinergia com meropenem, treze expressavam uma AmpC cromossomica
(Tabela 22), justificando o seu fenotipo de resisténcia a cefoxitina. A determinag¢do do pl
permitiu identificar a f-lactamase AmpC ubiquitdria das espécies de Enterobacter,
Pseudomonas e Citrobacter, podendo a expressdo destas B-lactamases cromossomicas ter
estado na origem do fen6tipo observado num pequeno grupo de isolados, para as quais ndo foi
detectado nenhum gene bla (Tabela 12 e 22). De acordo com varios autores, as f-lactamases
AmpC cromossémicas de bactérias de Gram negativo possuem propriedades cataliticas
distintas entre si, mesmo entre organismos da mesma espécie, devido a ocorréncia de
inser¢des e mutagdes pontuais no gene ampC (Conceicdo et al., 2004; Literacka et al., 2004;
Rodriguez-Martinez et al., 2009). De facto, tal mecanismo pode ter estado na origem da
resisténcia ao imipinem observada numa estirpe clinica de Enterobacter spp, como alias, ja
foi previamente descrito (Lee ef al., 1991).

A distingao entre B-lactamases AmpC cromossdémicas € plasmidicas ¢ importante no
ambito da vigilancia da susceptibilidade aos antibidticos e mecanismos de resisténcia
associados, pelo que optamos por pesquisar também AmpC plasmidicas em isolados do
presente trabalho. Assim, foram detectadas duas enzimas AmpC plasmidicas, nomeadamente
uma CMY-2 e uma DHA-1, tendo esta ultima sido detectada num Enterobacter agglomerans.
Segundo Phillipon et al. (2002) existem varios relatos de isolados do género Enterobacter spp
produtores de enzimas AmpC plasmidicas, sendo CMY-2 (também denominada LAT-2) a
mais prevalente, ja detectada previamente em Franca, Alemanha, Grécia, entre outros paises.
Este ¢ o primeiro relato de B-lactamases AmpC plasmidicas em Portugal, ndo sendo estas

enzimas, aparentemente, muito frequentes. No entanto, ¢ muito importante a sua deteccao e
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vigilancia para alertar o seu aparecimento e, assim, possibilitar que a cefoxitina continue a
constituir uma alternativa terapéutica.

Muitos dos isolados produtores de AmpC plasmidicas descritos sao frequentemente
também produtores de ESBLs (Philippon et al., 2002). Os resultados obtidos neste trabalho
sdo disso prova, pois os dois isolados que produziam AmpC plasmidicas eram também
produtores de CTX-M-14, CTX-M-15 e de B-lactamases das familias TEM, SHV e/ou OXA.
No que diz respeito ao grupo de isolados de E. coli e K. pneumoniae, nas quais nao foi
detectada nenhuma B-lactamase que justificasse a resisténcia a cefoxitina, podem poOr-se
varias hipoteses que justificam este fenotipo: no caso de E. coli pode ter sido devido a
hiperproducao de B-lactamase AmpC cromosséomica e a perda de porinas (OmpF) e em K.
pneumoniae pode ter sido causada pela perda de porinas, as quais, s6 por si, podem garantir
este fenotipo (Nelson e Elisha, 1999; Martinez-Martinez et al., 1996).

A transferéncia dos genes responsaveis pelo fenotipo dos isolados produtores de ESBL
e AmpC, para um sistema isogénico, foi ensaiado por conjugacio e electroporagdo, tendo-se
concretizado apenas para um isolado produtor de CTX-M-1. Assim, apenas neste caso foi
confirmada a resisténcia plasmidica conferida pelo gene blactx.m.1 € a possibilidade de
disseminagdo horizontal do mesmo, devida a elementos moveis; esta transferéncia genética
compreendeu apenas os antibidticos P-lactdmicos, pois a resisténcia as combinagdes [-
lactamicos/inibidores de [-lactamases, trimetropim e sulfametoxazol nao foi transferida.
Sabendo-se da dificuldade de transformacdo destes genes, sugere-se a pesquisa de uma
eventual localizagdo cromossomica, utilizando a endonuclease I-Ceul num futuro préximo,
para melhor compreender a facilidade da disseminacao da resisténcia referida.

Foi também objectivo deste estudo a avaliagdo da multirresisténcia nos 126 isolados,
que incluia, a partida, a resisténcia aos antibioticos B-lactdmicos. Entre os 104/126 isolados
que apresentaram resisténcia a tré€s ou mais classes de antibioticos, encontraram-se dois perfis
predominantes e ambos incluiam a resisténcia aos aminoglicosideos e fluoroquinolonas, o que
pode dever-se ao facto dos mecanismos de resisténcia a estes € aos antibioticos f-lactamicos
circularem, muitas vezes, num plasmideo comum, como ja referido no presente capitulo, o
que ¢ corroborado pela associagdo frequente da enzima Aac-6’-Ib-cr e das B-lactamases CTX-
M-15, TEM-tipo e OXA-tipo a estes perfis (Machado et al, 2006). A resisténcia as
fluoroquinolonas pode também ser justificada pela existéncia de outros mecanismos, como os

genes que codificam proteinas Qnr e mutagdes nos genes que codificam a DNA girase
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(Robicsek et al, 2006; Livermore, 2003); estes mecanismos nao foram, no entanto,
investigados neste trabalho.

Os isolados do estudo foram predominantemente susceptiveis a fosfomicina, colistina
e nitrofuranos. A fosfomicina ¢ um antibidtico utilizado maioritariamente no tratamento de
infeccdes do tracto urindrio inferior causadas por E. coli multirresistentes, sendo
extremamente baixa a frequéncia de isolados resistentes a este antibidtico. De facto, em
alguns paises Europeus apenas 1% das estirpes de E. coli uropatogénicas sdo resistentes a
fosfomicina. Esta resisténcia parece ter origem em mutacdes que promovem também a
diminui¢do do fitness bacteriano, pelo que os mutantes sdo incapazes de se estabelecer e
multiplicar (Livermore, 2003; Nilsson et al., 2003). A colistina, por sua vez, parece manter-se
susceptivel devido a auséncia de pressao de selec¢do. De facto, este antibiotico foi utilizado
durante varias décadas, mas foi posteriormente excluido da terapéutica convencial por estar
associado a casos de neuro e nefrotoxicidade; recentemente voltou a ser utilizado no
tratamento de infec¢des multirresistentes por P. aeruginosa € A. baumannii, sendo raros os
casos de resisténcia (Falagas e Kasiakou, 2005). Os nitrofuranos sdo também
maioritariamente utilizados no tratamento de infecgdes urindrias por microrganismos
multirresistentes e ¢ da sua degradagdo por nitroredutases bacterianas que resultam compostos
intermediarios, altamente reactivos, que intereferem com a sintese proteica e causam morte
celular. Dada a vastidao destas enzimas na célula bacteriana, julga-se que os baixos niveis de
resisténcia a nitrofurantoina se devem a combinag¢do dos multiplos locais alvo e multiplos
mecanismos de ac¢ao do antibiotico (McOsker e Fitzpatrick, 1994).

Em conclusdo, a andlise efectuada revelou um panorama preocupante de
multirresisténcia em bactérias de Gram negativo em Portugal. Seria ainda interessante
investigar os mecanismos associados as resisténcias detectadas noutras classes de antibioticos,
que ndo os B-lactdmicos, e determinar qual a sua relagdo com os mecanismos de resisténcia
associados a essa classe, especificados neste trabalho.

Neste estudo efectuou-se ainda a caracterizagdo enzimatica de uma nova [-lactamase,
SHV-99, a qual apresentava a substituicdo Aspl104Gly, quando comparada com SHV-1,
revelando capacidade para hidrolisar o grupo das penicilinas. A relevancia da determinacao
dos parametros cinéticos desta B-lactamase prendeu-se com o facto de ser a primeira vez que
esta alteracdo aminoacidica foi descrita isoladamente na natureza. Outras substituicdes na
posi¢ao 104 ja foram, contudo, estudadas em mutantes obtidos por mutagenese dirigida e ja

foi descrita em [-lactamases da familia TEM, associada ao fendtipo ESBL (Bethel et al.,
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2006; Lenfant et al., 1990). De facto, existem 45 enzimas TEM que possuem a substitui¢ao
Glul04Lys, todavia, apenas as que possuem concomitantemente alteragdes no sitio activo,
surgem associadas a resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao (Bethel et al., 2006).

De acordo com os parametros cinéticos obtidos pode afirmar-se que SHV-99
apresentou uma eficiéncia catalitica (k.,/K,,) diminuida em relagcdo a SHV-1, mas parece ter
mais afinidade (K,,) para as penicilinas, cefalosporinas de terceira geragdo ¢ monobactamico,
ainda que este aumento nao seja suficiente para se exprimir associado ao fenétipo ESBL. De
acordo com Bethel et al., (2006), a posicao 104 de Ambler parece ter um papel importante no
reconhecimento de substratos pelas B-lactamases da familia SHV, o que foi confirmado pelas
alteracdes nas constantes de afinidade obtidas para SHV-99. De facto, nas B-lactamases de
classe A, este residuo encontra-se ligado por pontes de hidrogénio ao aminoacido Asnl32,
adjacente a regido conservada do centro activo (Ser-Asp-Asn), sugerindo que alteragdes nesta
posicdo podem, efectivamente, ter implicagdes no mecanismo de hidrolise (Knox, 1995).

Ao contrario do que sucede nas [-lactamases que tém aminodcidos polares nesta
posicdo (lisina ou arginina), a altera¢do para um aminoacido neutro, como a glicina, causou
uma diminui¢do na eficiéncia catalitica global (k../K,), 0 que sugere que a carga do
aminoacido também pode ter implicagdes na estabilizacdo do centro activo e na consequente
ligacdo ao substrato, o que ja foi também sugerido por Bethel et al. (2006). Pelo exposto, a
alteracdo aminoacidica Aspl04Gly serd responsavel pelo aumento da afinidade para os
antibidticos P-lactdmicos e, em particular, para as cefalosporinas de terceira geragdo,
provavelmente pelo reconhecimento da cadeia lateral destes antibidticos (Bethel et al., 2006;
Knox., 1995), embora esta enzima nao possa ser considerada uma ESBL, pois a sua eficiéncia
catalitica ¢ demasiado reduzida (kc./K).

Sendo a determinag@o dos parametros cinéticos das -lactamases importante para uma
melhor compreensdao da fung¢do das véarias substituigdes aminoacidicas nas propriedades
cataliticas das enzimas, pois sdo cada vez menos os antibidticos capazes de actuar em
bactérias de Gram negativo sem serem hidrolisados pela ac¢do deste mecanismo de
resisténcia bacteriana, julgamos ter dado também um contributo para o conhecimento nessa
matéria.

Globalmente, este trabalho mostra um cenario preocupante no que se refere a
resisténcia aos antibidticos em Portugal. Seria interessante completar este trabalho, nao sé nos
aspectos anteriormente referidos, mas também no que diz respeito ao estudo de outras

espécies de bactérias de Gram negativo, nomeadamente 4. baumannii e resisténcia destas aos
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carbapenemes. A investigagdo de outros mecanismos de resisténcia aos antibidticos f-
lactamicos, como a diminui¢do da producdo de OMPs, seria também uma mais valia, bem
como o estudo das variantes de PB-lactamases AmpC cromossoémicas. E de salientar que,
apesar de neste estudo terem sido estudadas varias familias de genes e das B-lactamases que

codificam, muitos(as) outros(as) ficaram por estudar, dada a vastidao do tema.
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VI. Anexos

Anexo i.

Figura a. TSA de E. coli produtora de B-lactamases TEM-tipo, OXA-tipo e CTX-M-15 (Grupo 1)

(consultar legenda no final).

Figura b. TSA de E. aerogenes produtor de B-lactamase TEM-24 (consultar legenda no final).
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Figura c. TSA de E. coli produtora de B-lactamase SHV-12 (consultar legenda no final).

Figura d. TSA de E. coli produtora de p-lactamase CTX-M-1 (Grupo 1) (consultar legenda no final).
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Figura e. TSA de E. coli produtora de B-lactamase CTX-M-14 (Grupo 9) (consultar legenda no final).

Figura f. TSA de E. coli produtora de B-lactamase GES-1 (consultar legenda no final).
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Figura g. TSA de E. coli produtora de B-lactamase AmpC CMY-2 (consultar legenda no final).

Figura h. TSA de E. aerogenes produtor de B-lactamase AmpC cromossoémica (consultar legenda no final).
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Legenda’:

1. AMX 11. IMP 21. KAN 31. CRO
2. PIP 12. CAZ 22. GEN 32. TGC
3. TIC 13. TZP 23. AN a. AMC
4. CF 14.CXM 24. SXT b. EDTA
5. AMC 15. CFM 25.CS

6. CCTX 16. FOX 26. FOS

7. CTX 17. NA 27.NT

8.CPD 18. NOR 28. TMP

9. FEP 19. PEF 29. MER

10. ATM 20. CIP 30. CCAZ

?Ver abreviaturas de antibioticos na Tabela 8.
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Anexo ii.

Tabela a. Medida dos halos de inibigao de 32 antibioticos para a estirpe clinica de K.

pneumoniae (KpINSA-¢,3), transformante (Ec HBo;(CTX-M-1)) e recipiente (Ec HB;

AampC).
Halo de inibi¢ao (mm)

Antibiotico f(g}l?:{c[z?; Ec HByy; AampC (gfril_ ];ll?i)
AMX 6 26 6
AMC 12 26 25
PIP 6 28 6
TIC 6 25 6
CF 6 26 6
CTX 15 26 15
CCTX 29 27 29
CAZ 20 27 20
CCAZ 29 28 29
CXM 6 26 6
CFM 18 25 18
CRO 9 27 9
CPD 12 27 12
FEP 15 29 15
ATM 19 28 19
FOX 26 30 26
IMP 31 30 31
MER 32 31 32
TZP 12 29 29
NA 24 24 24
NOR 27 27 27
PEF 28 28 28
CIP 27 27 27
KAN 19 19 19
GEN 19 19 19
NA 20 20 20
SXT 6 19 19
TMP 6 26 26
cs 15 15 16
FOS 24 24 24
FT 19 19 19
TGC 24 25 25

KpINS A6, € a estirpe clinica que produtora de CTX-M-1; Ec HBo; AampC ¢ a estirpe
recipiente utilizada na transformac¢ao; Ec HBq; (CTX-M-1) ¢é o transformante produtor
de CTX-M-1. Ver abreviaturas de antbioticos na Tabela §.
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Anexo iii.

Tabela a. CIMs da estirpe clinica K. pneumoniae Arg220, transformante produtor de SHV-99 e
da estirpe receptora Ec DHS5a AampC.

CIM (pg/ml)
Ec DH50 AampC KpARG220 EcDHSa”
(SHV-99)

AMX 8 >4096 >4096
AML" 8 >64 8
TIC 4 >4096 >4096
PIP 2 >256 >256
TZP ¢ 1 256 8
CF 8 >1024 32
CXM 4 >512 8
CRO 0,03 >512 0,125
CCRO 0,06 0,5 0,03
CTX 0,06 512 0,06
CCTX 0,06 1 0,06
CAZ 0,25 64 0,25
CCAZ 0,125 1 0,125
ATM 0,06 512 0,06
FEP 0,03 64 0,25
IMP 0,25 0,125 0,25

“EcDH5a (SHV-99) foi o transformante que produziu SHV-99. ® Acido clavulanico a uma
concentragdo fixa de 2 pg/ml. © Tazobactam a uma concentragdo fixa de 4 pg/ml. Ver
abreviaturas de antibidticos na Tabela §.
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