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Sumario

Sumario

Os carbapenemes sdo antibidticos B-lactamicos utilizados como dltimo recurso no
tratamento de infecbes causadas por bactérias de Gram negativo. Considerando a
emergéncia da resisténcia a estes antibiéticos, importa esclarecer 0s mecanismos que

estdo na origem desta diminuicdo de suscetibilidade.

Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar, laboratorialmente, os
mecanismos responsaveis pela resisténcia aos carbapenemes em isolados clinicos de
Gram negativo, a sua multirresisténcia, e as vias implicadas na possivel disseminagéo

dessa resisténcia.

Dos 426 isolados estudados, foram identificados 22 (5%) com suscetibilidade
diminuida ao ertapeneme, os quais foram retidos para a restante investigagdo. Assim,
com os testes de suscetibilidade aos antibiéticos realizados, verificou-se que 4% dos
isolados apresentavam multirresisténcia aos antibidticos, tendo ainda permitido
predizer mecanismos de resisténcia responsaveis pelos fenétipos encontrados, e
orientar os estudos bioquimicos e moleculares. Estas duas Ultimas abordagens
metodoldgicas identificaram e caraterizaram a expressao de carbapenemases (3 KPC-
3 e 1 GES-5) e/lou a expressédo de B-lactamases de espectro alargado (ESBL) ou
AmpC (MIR-tipo). Em 21 isolados foi identificada a alteragdo aminoacidica das
principais porinas (por insercdo, delecdo e/ou substituicdo): OmpK35, OmpK36,
OmpK37 (Klebsiella pneumoniae), OmpC, OmpF (Escherichia coli, Enterobacter
cloacae e Enterobacter cancerogenus), Omp35 e Omp36 (Enterobacter aerogenes). A
ESBL predominante foi a B-lactamase CTX-M-15 (n=11) em co-expressdo com OXA-1
e TEM-1, bem como a enzima Aac(6’)-Ib-cr (n=8) e OgxAB (n=5); um isolado co-
expressava a ESBL SHV-12 e GES-5. Foram identificadas outras B-lactamases, como
SHV-1, SHV-11 e SHV-32. Se E. coli pertencia & sequéncia tipo ST131, estirpe
pandémica, ja K. pneumoniae apresentou diversidade genética, destacando-se 2

isolados com ST147, disseminado em Vvarios paises, e 0 novo ST1138.

Globalmente, este estudo da um contributo muito importante para o conhecimento dos
mecanismos envolvidos na resisténcia aos carbapenemes (cuja disseminacao clonal e
horizontal é preocupante), nomeadamente em isolados com multirresisténcia,

realgcando-se a resisténcia plasmidica as fluoroquinolonas.

Palavras-chave: Gram negativo; Carbapenemases; ESBL,; porinas.



Abstract

Abstract

Carbapenems are a group of B-lactam antibiotics that constitute one of the last resorts
in the treatment of infections caused by Gram negative bacteria. Considering the
emerging rates of resistance to these antibiotics, the investigation of its mechanisms
constitutes an important assignment.

Thus, this study aimed to characterize the carbapenem resistance mechanisms
harbored by Gram negative isolates, the co-resistance to structurally unrelated
antibiotics (such as fluoroquinolones), and the features contributing to the potential
resistance dissemination.

Among the 426 isolated studied, 22 (5%) revealed to be non-susceptible to ertapenem
and were consequently retained to further investigations. The antibiotic susceptibility
evaluation enabled the prediction of the respective resistance mechanisms and guided
the remaining biochemical and molecular studies; it also revealed that 4% of the
isolates were multidrug resistant.

The last two methodological approaches identified and characterized the expression of
carbapenemases (3 KPC-3 and 1 GES-5), extended-spectrum B-lactamases (ESBL) or
AmpC (MIR-type). In 21/ 22 isolates, amino acid substitutions were identified (through
insertions, deletions or mutations) in the main porins: OmpK35, OmpK36, OmpK37
(Klebsiella pneumoniae), OmpC, OmpF (Escherichia coli, Enterobacter cloacae e
Enterobacter cancerogenus), Omp35 and Omp36 (Enterobacter aerogenes).

Overall, the main ESBL detected was the CTX-M-15 (n=11), together with OXA-1 and
TEM-1, as well as the acetyltransferase Aac(6’)-1b-cr (n=8) and efflux pump OgxAB
(n=5); one of the isolates harbored ESBL SHV-12 and GES-5. Globally, other important
B-lactamases, such as SHV-1, SHV-11 e SHV-32, were detected. Moreover, in what
regards genetic diversity, E. coli isolates belonged mainly to the pandemic ST131,
while K. pneumoniae showed increased ST variety with a focus on internationally
disseminated ST147 and the novel ST1138.

Globally, this study provides meaningful insights towards the understanding of
emergent carbapenem resistance (which is spreading clonally and horizontally), as well
as plasmid mediated fluoroquinolone resistance mechanisms, particularly in a worrying

multidrug resistant scenario.

Keywords: Gram negative; Carbapenemases; ESBL, porins
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Introducéo

1. INTRODUCAO

Em 1929, Alexander Fleming descobriu a penicilina e em 1939, Florey e os seus
colegas, na universidade de Oxford, isolaram novamente este composto. Em 1944,
Waksman isolou a estreptomicina e, subsequentemente, descobriu agentes como o
cloranfenicol, tetraciclinas e eritromicina em amostras provenientes do solo. Nos anos
60, o melhoramento das técnicas de fermentacdo, e os avanc¢os cientificos permitiram
a sintese de novos compostos através da modificacdo molecular de outros ja
existentes, resultando num enorme progresso no desenvolvimento de novos agentes

antibacterianos (Neu and Gootz, 1996).

As bactérias vivem em simbiose com o homem e tém capacidade para desenvolver
diversos mecanismos que as capacitam para sobreviver sob condi¢cdes que Ihes séo
adversas. A maioria dos agentes antibacterianos, descobertos na chamada era
dourada dos antibiéticos (entre 1945-1960), sdo produtos naturais extraidos de
microrganismos. Estes sdo metabolitos secundarios, produzidos pelas bactérias para
travar o crescimento de microrganismos competidores ou, podem ser, também,
moléculas sinalizadoras com outras fungdes, mas que, em concentracdes elevadas,
tém um efeito antibiético. Assim, estes organismos tém estratégias de resisténcia aos
antibioticos, inativando-os ou protegendo-se contra os efeitos téxicos dos mesmos
(Choffnes et al, 2010).

O desenvolvimento de antibidticos sintéticos, tais como as fluoroquinolonas, fez
pensar que seriam menos suscetiveis de causar resisténcia, dado que as bactérias
ndo estdo expostas a estes compostos, e, portanto, ndo poderiam desenvolver
mecanismos de resisténcia. No entanto, ao longo do tempo, as bactérias
desenvolveram sistemas de efluxo para as proteger de diversas moléculas téxicas
naturais; normalmente, sdo também estes mecanismos que as protegem da acao de
moléculas sintéticas. Assim, os determinantes de resisténcia estdo presentes em
praticamente todas as bactérias e providenciam uma prote¢do continua contra agentes
toxicos, mesmo quando ndo houve uma exposigao prévia (National Research Council ,
2006).

Os genes de resisténcia ndo se encontram apenas no genoma bacteriano, mas
também em elementos genéticos mdveis tais como plasmideos, transposdes e
integrées, o0 que permite uma rapida transferéncia horizontal de organismo para

organismo, mesmo entre espécies diferentes (National Research Council, 2006).
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A frequéncia de selecdo desses eventos e da aquisicdo de elementos genéticos
aumenta com a exposicao aos antibidticos. Nao € entdo surpreendente que, locais
onde os antibidticos sdo utilizados de maneira excessiva, como por exemplo,
hospitais, lares de idosos ou exploragcbes de produgcdo animal, sejam fontes de
bactérias que possuem estes elementos genéticos méveis. A transmissédo horizontal
constante, entre bactérias, pode promover a acumulagdo de Varios genes de
resisténcia, originando o aparecimento de bactérias multirresistentes, sendo algumas
causadoras de doengas cujos antibidticos disponiveis atualmente j4 ndo sdo ativos.
(National Research Council, 2006).

1.1. Principais classes de antibiéticos e mecanismos de agao

1.1.1. Antibiéticos B-lactamicos

A maioria dos antibiéticos B-lactamicos é caracterizada pela presenca de um anel 3-
lactamico de 4 atomos unido a um anel, secundario, de tiazolidina de 5 atomos,
através de um atomo de azoto e um atomo de carbono adjacente (Figura 1). Na classe
das cefalosporinas este anel secundario é um anel de 6 atomos, dihidrotiazina (Figura
1) (Nicolau, 2008). E com base neste anel, associado ao anel B-lactamico, que se
distinguem as diferentes subclasses, como as penicilinas, 0s penemes,
monobactames, carbapenemes, cefamicinas, cefalosporinas (inclui a cefotaxima, CTX)
e os inibidores das B-lactamases (Liras and Martin, 2006). Estes antibiéticos atuam
inibindo a acdo das enzimas envolvidas na sintese da parede bacteriana. A
integridade da parede é essencial para manter a célula, sendo esta constituida por
unidades alternadas de &cido N-acetilmuramico (NAM) e &cido N-acetilglucosamina
(NAG). Um pentapéptido é ligado a cada unidade NAM e o cross-linking entre dois
pentapetidos de cadeias lineares (NAM-NAG) vizinhas (pontes interpeptidicas),
através da ligagdo D-alanil-D-alanina, é catalizado pelas proteinas de ligagdo a
penicilina (PLP) que atuam como transpeptidases. Este cross-linking confere
resisténcia a parede celular. O anel B-lactamico é similar a unidade D-alanil-D-alanina
do pentapéptido NAM levando a que as PLP, erroneamente, utilizem este anel na
sintese da parede, resultando na acilagdo das PLP tornando-as incapazes de catalisar
as reag0Oes seguintes.

Dos antibidticos B-lactamicos, os carbapenemes possuem uma maior atividade contra
bactérias de Gram negativo e Gram positivo e, por esta razdo, sdo utilizados como
antibiéticos de ultima linha no tratamento de infe¢des causadas por bactérias com
resisténcia aos antibidticos. Estes compostos caracterizam-se pela substituicdo de um

atomo de enxofre por um atomo de carbono na posicdo 1 e pela presenca de uma
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ligacdo insaturada entre os 4&tomos de carbono 2 e 3 no anel secundario (Figura 1).
Ainda, a sua configuracéo trans na ligacdo C5-C6 aumenta a atividade antibacteriana.
Através das cadeias laterais, unidas a estrutura biciclica podem-se distinguir os
diferentes carbapenemes (Nicolau, 2008) A tienamicina foi o primeiro composto,
isolado de Streptomyces cattleya, identificado como carbapeneme. Devido a sua
instabilidade quimica houve a necessidade de pesquisar outros derivados, e em 1985
descobriu-se o imipeneme, um derivado da tienamicina, mais estavel e com atividade
antibacteriana na presencga de [3-lactamases. A procura de compostos mais potentes e
estaveis levou a descoberta do meropeneme, ertapeneme e doripeneme.

Tal como os outros antibiéticos B-lactamicos, os carbapenemes atuam mediante a
ligagdo as PLP, diferindo das outras classes pela sua capacidade de ligagdo a
multiplas PLPs (Papp-Wallace et al, 2011).

Penicilinas Cefalosporinas Carbapenemes
H H OH
R, T cic = 5 5 '
\- il E”"?u Nlrurl
) »
0/ z R, {_]"‘.%
COOH
COOH COOH

Fig. 1. Estrutura das principais classes de antibiéticos B-lactamicos. Adaptada de Papp-Wallace et al,

2011.

1.1.2. Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas representam uma classe de antibiéticos de largo espectro, em
grande expansdo, que atuam em varias espécies de bactérias de Gram negativo. O
seu modo de agdo baseia-se na inibicdo de duas enzimas envolvidas na sintese do
DNA bacteriano, especificamente a DNA girase e a topoisomerase |IV; a DNA girase
catalisa 0 superenrolamento negativo do DNA, e a topoisomerase IV é responsavel
pela decatenacéo dos replicbes. Ao interagirem com o complexo DNA-enzima, alteram
a conformacédo destas, resultando na inibicdo da atividade normal da enzima (Ruiz,
2003).
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1.1.3. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos tém acéo bactericida. O primeiro agente foi isolado a partir de
uma bactéria pertencente ao género Streptomyces, dando o0 nome ao antibidtico
estreptomicina, em 1943. O seu modo de acdo baseia-se na ligacdo a subunidade

ribossomal 30S, interferindo com a traducéo proteica.

Para atingir este alvo, as moléculas aminoglicosidicas tém que passar pela membrana
bacteriana, através de um processo de interacao electroestéatica entre as moléculas de
antibidtico com carga positiva e os lipopolisacaridos da membrana exterior com carga
negativa, seguido de duas fases dependentes de energia, através das quais 0s

aminoglicosideos atingem o seu alvo (Becker and Cooper, 2013).

1.1.4. Colistina

7

A colistina € um agente bactericida, que atua em bactérias de Gram negativo,
interagindo com o lipido A dos lipopolisacarideos (LPS), causando a desorganizagéo
da membrana externa da bactéria. Foi um dos primeiros antibiéticos a ser utilizado no
tratamento de infe¢cBes causadas por bactérias de Gram negativo, mas deixou de ser
usado devido aos seus efeitos nefrotoxicos e neurotéxicos. No entanto, nos ultimos
anos, depois de reavaliada a sua toxicidade, tem sido usado no tratamento de

bactérias multirresistentes (Nation and Li, 2009).

1.1.5. Sulfonamidas

O mecanismo de acdo das sulfonamidas baseia-se na inibigdo da enzima
dihidropteroato sintetase, envolvida no metabolismo do acido félico (necessario para a
sintese de DNA e RNA). Desde 1935 que esta classe de antibidticos € muito utilizada,
tanto na medicina humana, como veterinaria, 0 que contribuiu para o rapido
aparecimento de mecanismos de resisténcia a este composto. Tal levou a utilizacdo
da combinacéo das sulfonamidas com o trimetoprim, agente com ac&o antimicrobiana
semelhante as sulfonamidas, inibindo também passos essenciais na sintese do 4cido
félico. Esta combinagdo tem sido largamente usada na prevencgdo e tratamento de
vérias infecbes, em especial infe¢cdes do trato urinario e respiratérias (Vouloumanou et
al, 2011; Mosquito et al, 2011).
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1.1.6. Fosfomicina

A fosfomicina é um agente antibacteriano, natural, conhecido ha mais de 40 anos, e
atua a nivel da parede bacteriana inibindo o primeiro passo na sintese do
peptidoglicano, pois ao ligar-se a enzima UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvil
transferase (MurA), inibe a formacao do &cido N-acetiimurédmico, um percursor do
peptidoglicano. E um antibiético de largo espectro, que atua em bactérias de Gram
positivo e Gram negativo (Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa, exceto
Acinetobacter baumannii). Recentemente, tem-se utilizado no tratamento de infecdes
urinarias e sistémicas causadas por organismos multirresistentes, especialmente
Enterobacteriaceae, no entanto, é importante ter em conta a potencial emergéncia de
resisténcia durante o tratamento e a selecdo de mutantes resistentes

(Karageorgopoulos et al, 2012)

1.1.7. Nitrofuranos

Os nitrofuranos sdo um grupo de compostos cuja principal caracteristica € a presenca
de um radical NO, na posicdo 5 do anel furano, sendo os principais representantes a

furazolidona, nitrofurazona, furalzadona, nitrofurantoina e nitursol (Garau, 2008).

1.1.8. Tigeciclina

A tigeciclina, um derivado da minociclina, € o primeiro antibidtico da classe das
glicilciclinas, apresentando um espectro de acdo alargado, sendo eficaz em bactérias
de Gram positivo e Gram negativo, nomeadamente estirpes resistentes a outras
classes de antibioticos. O seu modo de acdo baseia-se na ligagdo reversivel a
subunidade 30 S dos ribossomas bacterianos, impedindo a sintese de aminoacidos
(Sun et al, 2013).

1.2. Resisténcia aos antibidticos

1.2.1. Resisténciaintrinseca e adquirida

A resisténcia bacteriana pode surgir por mecanismos intrinsecos ou adquiridos.

Os mecanismos intrinsecos surgem naturalmente na bactéria e, no geral, essa
resisténcia ocorre em todas ou quase todas as estirpes da mesma espécie (Tenover,
2006).

Os mecanismos adquiridos sdo mais preocupantes, visto que uma populacdo,
inicialmente suscetivel, se torna resistente a um determinado antibiético, podendo, sob

pressdo seletiva do mesmo, proliferar e expandir-se. As populacbes suscetiveis
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podem tornar-se resistentes através de alteracdes ao nivel do DNA, nhomeadamente
adquirindo informacao genética de outras bactérias (Tenover, 2006).

A resisténcia aos antibiéticos tem 4 causas: (1) alteracdo da proteina alvo onde o
antibiético se liga, modificando ou eliminando a zona de ligacdo; (2) producdo de
enzimas, que inativam o antibiético; (3) alteracdo do canal proteico (porina), através do
qual o antibidtico entrar na célula, ou (4) ativacdo de bombas de efluxo, que expulsam
0 antibidtico da célula para o exterior (Tenover, 2006).

A resisténcia das bactérias, através da aquisicdo de material genético de outras
bactérias da mesma ou de espécies diferentes, pode fazer-se por trés mecanismos:
conjugacao, transdugdo e transformacéo (Tenover, 2006). A existéncia de transposoes
e outros elementos genéticos méveis também pode facilitar a transferéncia do material
genético para o genoma do hospedeiro ou para plasmideos (Tenover, 2006).

A conjugagdo baseia-se na transferéncia de plasmideos (que contém genes de
resisténcia aos antibiéticos) para outra bactéria, através de uma estrutura proteica, 0s
pilus, que unem os dois microrganismos.

Na transducdo os genes de resisténcia sédo transferidos de uma bactéria para outra
através de bacteriéfagos.

A transformacdo ocorre quando ha a lise de uma bactéria que contem genes de
resisténcia, e as bactérias que estdo no mesmo ambiente incorporam segmentos do
DNA.

Os elementos genéticos méveis sao essenciais para a aquisicdo de material genético
de outras bactérias.

Os plasmideos sao das estruturas mais envolvidas neste processo. Correspondem a
DNA extra-cromossOmico, circular ou linear, de cadeia dupla, capazes de se
replicarem autonomamente. Estes plasmideos evoluem como parte integrante do
genoma bacteriano, providenciando fun¢des adicionais ao seu hospedeiro, podendo
transportar genes que conferem um fendtipo vantajoso, tal como a resisténcia aos
antibiéticos (Carattoli, 2011).

As sequéncias de insercdo (Insertion Sequences — IS) sdo 0s elementos genéticos
mais pequenos, e mais abundantes, capazes de se moverem autonomamente no
genoma bacteriano. Estes elementos codificam uma enzima denominada transposase
responsavel pela mobilidade através do reconhecimento de inverted repeat sequences
(IR) e um processo de integracdo. Estes elementos causam mutacdes por insercao,
rearranjo gendémico e disseminam genes de resisténcia (Poirel et al, 2012).

Os transposdes séo outro elemento genético importante na disseminacéo de genes de
resisténcia aos antibidticos. Estdo organizados em duas classes, 0s transposoes tipo

Tn3 ou transposdes de classe II, compostos por duas extremidades correspondentes a
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inverted repeat sequences, uma transposase que reconhece as extremidades IR e
corta o DNA alvo, e uma resolvase que atua como um regulador negativo da
expressao de transposase e como uma recombinase mediando 0 processo; e 0s
transposdes de classe |, compostos por duas copias de duas sequéncias de inser¢ao.
Estas duas cépias envolvem um fragmento de DNA externo e transportam-no. (Poirel
et al, 2012).

Existe ainda outro elemento genético maobil importante, o integrdo, uma unidade
genética capaz de capturar, mobilizar e expressar genes contidos em elementos
méveis denominados gene cassettes. Sao classificados em trés grupos, mas 0s mais
relevantes s@o os integrdes de classe |, distribuidos largamente entre bactérias de

Gram negativo e inclui os integrdes de multirresisténcia, MDRI (Poirel et al, 2012).

1.2.2. Mecanismos de resisténcia aos antibioticos B-lactamicos

1.2.2.1. Producéo de B-lactamases

A producdo de B-lactamases € o mecanismo de resisténcia aos antibidticos [3-
lactdmicos mais importante, em bactérias de Gram negativo. Ja foram identificadas
mais de 850 destas enzimas, que podem ser classificadas segundo: (1) a classificacao
de Ambler, que agrupa as B-lactamases em classes de A a D, com base na sequéncia
de aminoacidos; e (2) a classificacao de Bush-Jacoby-Medeiros, que inclui as enzimas
nos grupos de 1 a 4, com base no perfil de substrato e inibidor (Drawz and Bonomo,
2010).

1.2.2.1.1. Classe A

1.2.2.1.1.1. B-Lactamases com sitio-ativo serina

As principais enzimas desta subclasse sdo as TEM e as SHV, codificadas pelos genes
blarey e blasyy veiculados por plasmideos (Drawz and Bonomo, 2010). Estas familias
de enzimas conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e a antibidticos de
largo espectro, sendo suscetiveis aos antibiéticos inibidores de B-lactamases, como o

acido clavulanico.

1.2.2.1.1.2. B-Lactamases de espectro alargado

O termo Extended-Spectrum B-Lactamases (ESBL) surgiu em 1983 para caracterizar
B-lactamases mediadas por plasmideos capazes de hidrolisar cefalosporinas de largo
espectro, concretamente a enzima SHV-2. A sequenciacdo dos genes destas novas

enzimas revelou que derivavam das B-lactamases TEM e SHV, por mutacdo. Mais
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tarde, foi identificada, em E. coli, uma enzima ESBL que ndo derivava do gene blasyy
ou blatey, denominada CTX-M, pela sua alta capacidade de hidrolisar a cefotaxima. As
ESBL caracterizam-se por hidrolisar as cefalosporinas e os monobactames, mas néo
as cefamicinas ou os carbapenemes; particularmente as TEM e SHV, séo inibidas
pelos antibidticos inibidores de B-lactamases disponiveis comercialmente, como o
acido clavulanico, o tazobactame ou sulbactame (Harada et al, 2008). S&o
caracteristicas das espécies Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, apesar de ja
terem sido identificadas em varias outras espécies de Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae. Estas espécies tém explorado duas estratégias de evolucao das
ESBL, a selecdo de mutantes com [B-lactamases TEM e SHV de espectro alargado
mediadas por plasmideos, e a captura de novos genes que codificam B-lactamases de
espectro alargado do metagenoma ambiental, concretamente as B-lactamases CTX-M
(D’Andrea et al, 2013). A maioria das ESBL ¢ do tipo SHV (SHV-5 e SHV-12) ou TEM
(TEM-4, TEM-24, TEM-52), evoluindo das B-lactamases TEM e SHV de espectro
reduzido, por aquisicdo de mutacdes (substituicbes aminoacidicas), e do tipo CTX-M,

provenientes de Kluyvera spp (Mendonga et al, 2007).

As ESBL podem ser codificadas por genes localizados em plasmideos, os quais
podem veicular concomitantemente, genes de resisténcia para outras classes de
antibidticos, como os aminoglicosideos, as fluoroquinolonas, entre outras, conferindo

um fendtipo de multirresisténcia (Pitout et al, 2005).

As enzimas do tipo SHV foram as primeiras ESBL identificadas e o seu nome significa
Sulfidril variavel. Estas novas [-lactamases diferenciam-se das SHV nao-ESBL
sobretudo num aminoacido, tendo uma substituicdo de glicina por serina na posicao
238 (Paterson and Bonomo, 2005).

Segundo a base de dados Lahey (http://www.lahey.org/Studies/, pesquisado em 11-

10-13), existem 182 variantes de SHV, das quais aproximadamente 50 sdo ESBL,
entre elas, SHV-2, SHV-3, SHV-4, SHV-5 e SHV-12.

As ESBL tipo TEM derivam das B-lactamases TEM-1 e TEM-2 e diferem destas
sobretudo em 2 aminoacidos, por substituicdo (Paterson and Bonomo, 2005). Existem
215 variantes de enzimas TEM (http://www.lahey.org/Studies/, pesquisado em 11-10-
13), e a maior parte foi identificada como ESBL, das quais TEM-3, TEM-4, TEM-12,
TEM-24, TEM-53).

As B-lactamases do tipo CTX-M dividem-se em 6 grupos filogenéticos: CTX-M-1, CTX-
M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 e CTX-M-45, podendo diferir entre si em 10 %
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dos aminoécidos. Sao codificadas pelo gene blactx.v, que, na maioria dos casos, esta
associado as sequéncias de insercao (IS, insertion sequences) ISEcpl ou ISCR1 e a
sua rapida expansdo deve-se a disseminacdo facilitada destes elementos, por
exemplo, através de outros elementos genéticos moveis, principalmente plasmideos
(D’Andrea et al, 2013).

CTX-M tém uma atividade preferencial para a cefotaxima, mas hidrolisam a maior
parte das cefalosporinas, conferindo suscetibilidade aos inibidores de B-lactamases.
No geral, conferem suscetibilidade aos carbapenemes, mas uma alteracdo nha
permeabilidade da membrana pode resultar numa diminuigdo da suscetibilidade ou
resisténcia aos carbapenemes (D’Andrea et al, 2013).

1.2.2.1.1.3. Carbapenemases de classe A

Estas carbapenemases foram descobertas nos anos 80 com a introdugdo do
antibiético imipeneme. Hidrolisam os carbapenemes, cefalosporinas, penicilinas, entre
outros, e dividem-se em cinco familias principais: NMC-A, IMI, GES, SME e KPC. Séo

enzimas de sitio ativo serina.

As carbapenemases KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) foram detetadas
inicialmente nos E.U.A. e disseminaram-se rapidamente em todo o mundo, estando
presentes, principalmente, em K. pneumoniae, mas também noutras bactérias de
Gram negativo. Um estudo de epidemiologia molecular revelou que poucos clones
foram responséveis pela disseminacdo desta carbapenemase, tendo sido o Sequence
type (ST) 258 identificado em 70 % dos casos (Arnold et al, 2011).

As KPC sao codificadas pelo gene blakpec, 0 qual tem sido disseminado por um
plasmideo com o transposéo Tn4401. Até a data existem 13 tipos desta B-lactamase,
KPC1-13 a qual tem adquirido uma importancia cada vez maior na comunidade
cientifica e médica (Drawz and Bonomo, 2010; Walsh, 2010), conferindo resisténcia as
cefamicinas e aos carbapenemes e suscetibilidade aos antibiéticos inibidores de [3-

lactamases (Jacoby and Munoz-Price, 2005).

As carbapenemases pertencentes a familia GES (Guiana Extended-Spectrum) séo B-
lactamases adquiridas, encontradas em Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacteriaceae e Acinetobacter baumannii, codificadas pelo gene blages, tendo
sido este identificado em integrbes classe |, associados a plasmideos. Ha varias
subfamilias descritas desta enzima, estando seis (GES-2, GES-4, GES-5, GES-6,
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GES-11 e GES14) associadas a hidrélise dos carbapenemes, devido a substituicbes

dos amino&cidos no sitio ativo (Patel and Bonomo, 2013).

1.2.2.1.2. Classe B

1.2.21.2.1. Metalo-B-lactamases (MBL)

Estas enzimas sédo carbapenemases de classe B, por inativarem os carbapenemes,
mas sao dependentes do Zn2+ (sitio ativo), contrariamente as carbapenemases de
classe A. Exibem ainda resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e aos inibidores de [3-
lactamases. O gene blayg. estd localizado em cromossomas, plasmideos e/ou

integrdes (Drawz and Bonomo, 2010).

A maioria das MBL, mais prevalentes e preocupantes em termos de saude publica,
pertencem as familias VIM, IMP e NDM-1. As NDM-1, por exemplo, foram identificadas
em E. coli como fonte de infe¢éo adquirida na comunidade (Nordmann et al, 2011b).

A primeira metalo-B-lactamase adquirida identificada foi uma IMP (Imipinem resistant)
em 1991, em Serratia marcens, no Japao. Desde entdo, estas enzimas mediadas por
plasmideos expandiram-se pelo mundo, Japdo, Europa, Brasil e outros paises da Asia,
em varias espécies de bactérias de Gram negativo. Existem 42 variantes desta familia,
sendo reportada, maioritariamente, em P. aeruginosa na Asia (Patel and Bonomo,
2013).

New Dehli Metallo-B-lactamase (NDM) é uma [-lactamase de largo espectro capaz de
inativar todos os antibidticos [(-lactamicos, exceto o aztreoname, e tem sido
identificada, principalmente, em K. pneumoniae e E. coli, mas também em outras
Enterobacteriaceae. Esta enzima € codificada pelo gene blaypy, associado a
plasmideos que transportam outros genes, conferindo resisténcia a todos os
aminoglicosideos, macrolidos e sulfametoxazole, conferindo multirresisténcia

(Nordmann et al, 2011b).

As pB-lactamases Verona Integrated-encoded metallo-gB-lactamase (VIM), foram
reportadas em 1997, em lItdlia, numa P. aeruginosa e, desde entdo, tem sido
identificada um pouco por todo o mundo. Conhecem-se mais de 20 tipos de VIM, no
entanto, cada variante tem uma distribuicdo geografica definida. Distinguem-se das
outras metalo-B-lactamases por terem uma grande afinidade para os carbapenemes,

podendo a sua atividade ser modificada por mutagcfes pontuais (Cornaglia et al, 2011).
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1.2.2.1.3. Classe C

1.2.2.1.3.1. Cefalosporinases

As B-lactamases AmpC ou cefalosporinases hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e
também, por vezes, cefamicinas, cefalosporinas de largo espectro, monobactames, e
caracterizam-se por serem resistentes a combinacao de antibiéticos B-lactamicos com
inibidores de B-lactamases, a excecdo de piperacilina-tazobactame. Na presenca de
substituicOes, insercdes ou delecdes aminoacidicas em seis regibes especificas das
AmpC o espectro de hidrélise pode aumentar - AmpC de espectro alargado (ESAC) -
(Seral et al, 2012).

Na maioria das Enterobacteriaceae as AmpC sao enzimas cromossomicas com niveis
de expressédo pouco elevados, invertendo-se esta situagdo na presenga de um indutor
(por ex. acido clavulanico ou amoxicilina) (Bush, 2010). Este mecanismo é regulado
pelo operdo amp que requere a presenca do indutor e de 5 genes: ampC, ampR,
ampD, ampG e ampE. A espécie E. coli € uma excec¢do, ja que este gene esta
regulado por fendmenos dependentes de mecanismos de atenuacao e ndo de indugéo
(Seral et al, 2012).

De grande importancia sdo as enzimas AmpC mediadas por plasmideos, cujos genes
derivam de genes cromossomicos de Enterobacteriaceae e Aeromonas spp.,
integrados em elementos genéticos moéveis, originando as AmpC mediadas por
plasmideos (Plasmid-Mediated AmpC B-Lactamases- PMAR) (Seral et al, 2012).

Devido a pequenas diferencas nas sequéncias de aminoacidos, ha seis familias de
PMAR: i) CIT (derivadas de blaam,c de Citrobacter freundii) inclui os grupos CMY e
LAT; ii) DHA (derivadas de blasmp,c de Morganella morganii); ACC (derivada de blaampc
de Hafnia alvei); FOX (derivada de blasm,c de Aeromonas media); MOX (derivadas de
AmpC cromossomica de Aeromonas caviae), EBC (derivadas de blaamyc de E. cloacae
e/ou Enterobacter asburiae) inclui ACT e MIR (Seral et al, 2012).

1.2.2.1.4. Classe D

1.2.2.1.4.1. Oxacillinases

BN

As oxacillinases ou B-lactamases da familia OXA, pertencem a classe D, com sitio
ativo serina, e dividem-se em trés grupos: (1) OXA de largo espectro, resistentes a
antibidticos de largo espectro e, ainda, cloxacilina, meticilina e oxacilina; (2) OXA do

tipo ESBL, conferem resisténcia a antibidticos de espectro alargado; e (3) OXA,
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carbapenemases de classe D que conferem resisténcia as cefamicinas,
carbapenemes e antibiéticos de espectro alargado. Esta Ultima classe inclui as familias
OXA-23, OXA-24 e OXA-58 (Jacoby and Munoz-Price, 2005).

Na familia das carbapenemases de classe D encontra-se, também, a OXA-48,
inicialmente identificada na Turquia, mas, atualmente, disseminada
internacionalmente, principalmente em K. pneumoniae. O ST395 de K. pneumoniae
tem sido responséavel pela dispersdo desta carbapenemase, mas tem sido também
encontrada noutros clones e noutros géneros. A OXA-48 estd localizada no
transposdo Tnl1999, relacionado com plasmideos de tamanho molecular 62kb, e é
codificada pelo gene blapxa.4s (Dimou et al, 2012).

1.2.2.2. Porinas

A membrana exterior das bactérias de Gram negativo tem um papel crucial na relacdo
da bactéria com o ambiente envolvente, atuando como uma barreira seletiva gracas a
bicamada lipidica hidrofobica e as proteinas de membrana (outer membrane proteins —
OMPs) (Delcour, 2009). Estas proteinas, denominadas porinas, dividem-se em trés
classes: porinas ndo especificas, como a OmpE e PhoE (E. coli), Omp36 (E.
aerogenes) e OmpK36 (K. pneumoniae); porinas seletivas, implicadas na difusdo de
acucares e metais, como a LamB ou FhuA; e as proteinas formadoras de canais, tais

como a OmpA e a TolC (Pages, 2008).

A maioria das porinas estudadas tém 16 ou 18 cadeias, e a sua estrutura baseia-se
num canal formado pelo aparelhamento da primeira com a Ultima cadeia 3. Todas
estas cadeias estdo ligadas por oito ou nove loops, hormalmente na zona superficial e
sete ou oito turns na zona periplasmatica. Em todas as porinas, a zona de constricdo é
formada por um longo loop (L3), o qual ndo estd exposto na superficie da célula,
encontrando-se no interior do canal e contribuindo para a permeabilidade do poro
(Galdiero et al, 2003). No geral, os loops L1, L2 e L4 sdo importantes nas interacdes
mondémero-mondmero, o loop L3, como ja foi referido, € interno, os loops L5, L6 e L7
sdo superficiais e o loop L8 encontra-se no interior, contribuindo para a abertura do
canal no lado exterior (Galdiero et al, 2003) (Figura 2). Estes loops superficiais sdo
responsaveis pela maioria da atividade biol6gica da proteina, sendo que o loop L7 da
porina OmpK36 (K. pneumoniae) esta envolvido na interagdo com o Clg (Galdiero et
al, 2003).
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Cell Exterior

Bacterial Quter Membrane

Periplasm

Fig. 2. llustragdo do modelo tridimensional de uma porina baseada na estrutura da porina OmpK36 de K.
pneumoniae. A: vista geral da porina. Os loops estéo legendados de L1 a L8. B: vista horizontal da porina,
onde se pode verificar a localizacao interna do loop L3.

Para atingir o seu alvo, é necesséario que as moléculas do antibiotico penetrem na
célula atravessando esta membrana. Moléculas de pequeno tamanho, como o0s
antibidticos B-lactdmicos e fluoroquinolonas passam através das porinas e as
moléculas de maior tamanho passam pela membrana por permeabilidade (Delcour,
2009). Assim, uma mutacdo nestas proteinas pode resultar numa diminuicdo da
entrada dos antibidticos (B-lactamicos e fluoroquinolonas) para o interior celular e

alterar a suscetibilidade da bactéria aos antibioticos (Delcour, 2009).

Estas mutacdes ocorrem por dois mecanismos principais: i) a alteragdo do perfil da
membrana, incluindo a perda das porinas ou a substituicdo das principais por outras;
este é o exemplo de isolados de K. pneumoniae que ndo expressam a porina OmpK35
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e OmpK36, verificando-se a expressao da porina OmpK37, originando um aumento da
concentracdo minima inibitéria de alguns antibidticos; ii) alteracdo das funcbes das
porinas por mutacdes reduzindo a permeabilidade.

Na zona de constricdo, loop L3, ha uma distribuicdo particular das cargas devido aos
aminoacidos: uma zona de cargas negativas (aminoacidos Asp e Glu) opde-se a uma
zona de cargas positivas (aminoacidos Arg e Lys), induzindo um campo
electroestatico. A conservacdo desta regido € um elemento chave para o
funcionamento das porinas, de maneira que a substituicdo de um aminoacido, por
exemplo, Aspl13 ou Aspl2l por Ala, levam a uma modificacdo importante nas
propriedades do canal, alterando a entrada de moléculas para o interior, incluindo as
moléculas de antibidtico, resultando numa diminuicdo da suscetibilidade aos
antibiéticos (Pages, 2008).

Muitos estudos tém sido feitos sobre as principais porinas de E. coli, OmpC e OmpF, e
sobre as principais porinas de K. pneumoniae, OmpK35 e OmpK36. A maior parte das
estirpes de K. pneumoniae produtoras de ESBL expressam s6 a porina OmpK36,
enquanto que as estirpes que ndo produzem ESBL expressam as porinas OmpK35 e
OmpK36 (Tsai et al, 2011).

A auséncia da porina OmpK35 pode ser um dos fatores que conduz ao aumento da
resisténcia em estirpes produtoras de ESBL. No entanto, varios estudos mostram que
a auséncia de porinas, sem expressdo de outro mecanismo de resisténcia (enzimas),

ndo altera significativamente a suscetibilidade aos antibiéticos (Tsai et al, 2011).

1.2.2.3. Bombas de efluxo

As bombas de efluxo encontram-se em todos as bactérias, sendo essenciais para
manter as concentracbes das solucdes intracelulares, excrecdo de produtos
metabdlicos toxicos, ou transporte de aminoacidos e nucleétidos. Para além destas
funcbes, as bombas de efluxo tém um papel importante na resisténcia aos antibiéticos.
O seu mecanismo de acdo baseia-se na reducdo da acumulacéo do antibiético dentro
da célula, expulsando-o para fora. Durante este processo, a bactéria adapta-se ao
antibiético e pode tornar-se resistente através de mutac6es ou alteracao dos alvos do

antibiético (Kumar and Varela, 2012).

As bombas de efluxo dividem-se em 5 categorias: MFS (Major Facilitator Superfamily),
ATP (Adenosine TriPhosphate), ABC (ATP-binding cassette), RND (Resistance
Nodulation Division) e SMR (Small Multidrug Resistance) (Kumar and Varela, 2012;
Blair, and Piddock, 2009).
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Apesar das bombas de efluxo serem aqui referidos como um mecanismo de
resisténcia aos antibioticos B-lactamicos, saliente-se que também sdo um mecanismo
muito importante na multirresisténcia, dado que conferem resisténcia a quase todas as

classes de antibiéticos, embora com niveis de expresséo reduzidos.

A bomba OgxAB, pertencente a familia RND, é codificada pelos genes ogxA e ogxB,
veiculados por plasmideos, os quais sdo, aparentemente, cromossémicos na espécie
K. pneumoniae, atuando como um reservatorio deste mecanismo de resisténcia (Bin
Kim et al, 2009). Além de conferir resisténcia as quinolonas, diminui a suscetibilidade
também ao cloranfenicol, trimetoprim e tetraciclina (Yuan et al, 2012).

1.2.2.4. Proteinas de Ligagao a Penicilina (PLP)

As Proteinas de Ligacao a Penicilina (PLP) sdo enzimas localizadas na parede celular
bacteriana que cumprem uma funcdo muito importante na fase final da sintese do
peptidoglicano. Estdo divididas em PLP de alto peso molecular (HMW-PBP), e
subdivididas, por sua vez, nas classes A e B, sendo essenciais para a sobrevivéncia
da célula e atuando como alvo dos antibiéticos B-lactamicos. As PLP de baixo peso
molecular (LMW-PBP) estdo divididas em 4 subfamilias. As alteracdes na
configuragdo das PLP, normalmente de classe B, resultam numa baixa afinidade dos
antibiéticos B-lactamicos para estas proteinas, levando ao aparecimento de resisténcia
a esta classe de antibiético. Em bactérias de Gram negativo, este mecanismo de
resisténcia tem pouca importadncia quando comparado com a producdo de f-

lactamases (Egan and Vollmer, 2013; Spratt, 2012).

1.2.3. Mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas

O principal mecanismo de resisténcia as quinolonas envolve a acumulagdo de
mutagdes em genes que codificam enzimas alvo do antibidtico, a DNA girase e a DNA

topoisomerase V. Estas muta¢des sdo cromossomicas.

No entanto, recentemente, foram descritos determinantes plasmidicos de resisténcia
as fluoroquinolonas, os quais podem, portanto, ser transferidos horizontalmente
através de elementos moveis, mais concretamente plasmideos, correspondendo a
Resisténcia as Quinolonas Mediada por Plasmideos (PMQR, Plasmid-Mediated

Quinolone Resistance).

A PMQR assenta em trés mecanismos diferentes: o primeiro, envolve genes mutados,
0s genes qgnr, que codificam proteinas com fendtipos de resisténcia as quinolonas e

fluoroquinolonas, incluindo diferentes variantes, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS; o
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segundo mecanismo, aac(6’)-l1b-cr, envolve uma mutacdo na enzima acetiltransferase
que hidrolisa aminoglicosideos, capaz, no entanto, de reduzir a atividade da
ciprofloxacina; e o terceiro mecanismo baseia-se na expulsdo das quinolonas através
de duas bombas de efluxo, QepA e OqxAB, mediadas também por plasmideos
(Rodriguez-Martinez et al, 2011).

1.3. Multirresisténcia

Nos Ultimos anos, a resisténcia aos antimicrobianos tem aumentado drasticamente em
todo o mundo, e é hoje considerado um dos maiores desafios da medicina
(Theuretzbacher, 2013).

Com o desenvolvimento da sociedade e tecnologia surgiram varios fatores (viagens
internacionais, trocas comerciais de alimentos, migracdo) que favorecem a
emergéncia e disseminacdo de genes de resisténcia. O uso abusivo de
antimicrobianos em unidades de saude, a utilizacdo destas substancias em
exploragcbes de produgdo animal e a acumulacdo de antimicrobianos no meio
ambiente contribuiram, também, para um aumento da presséo seletiva da resisténcia
(Theuretzbacher, 2013).

Através da troca de material genético, veiculando genes de resisténcia, algumas
bactérias tornaram-se resistentes a varias classes de antibidticos, fenémeno
denominado multirresisténcia, ou seja, resisténcia a 3 ou mais classes de antibidticos

estruturalmente diferentes (O’Fallon et al, 2009).

No geral, a multirresisténcia ocorre por acumulacdo de multiplas mutagdes conferindo
resisténcias a diferentes classes de antibiéticos, mas também pode ocorrer como
consequéncia de uma sé mutagdo com impacto na permeabilidade da membrana e/ou
em bombas de efluxo especificas, associadas a resisténcia a varios antibiéticos
(Poole, 2003).

Ha organismos patogénicos multirresistentes normalmente disseminados em unidades
de saude. A espécie Staphylococcus aureus é, provavelmente, a melhor
documentada, devido as estirpes Meticillin-resistant S. aureus (MRSA). As taxas de
MRSA variam entre 1% no Norte da Europa, 50 % no Mediterraneo e 80% em alguns

paises asiaticos (Theuretzbacher, 2013).
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As bactérias do género Enterococcus, principalmente Enterococcus faecium, séo
organismos multirresistentes com uma rapida disseminacao e dificeis de combater
devido a alta taxa de resisténcia as principais classes de antibiéticos (Theuretzbacher,
2013).

Dentro da familia das Enterobacteriaceae, E. coli e K. pneumoniae sao as espécies
mais problematicas devido a grande capacidade que tém para desenvolver

resisténcias e a alta incidéncia de estirpes multirresistentes. (Theuretzbacher, 2013).

O uso intensivo das fluoroquinolonas em muitos paises da Europa resultou numa
perda de eficacia desta classe de antibibticos, facto que, aliado ao aparecimento de
estirpes produtoras de ESBL, diminuiu as opc¢des de tratamento, aumentando a
utilizacdo dos carbapenemes. Consequentemente, devido a pressdo seletiva houve
um incremento das estirpes resistentes a esta classe de antibioticos. Este processo
levou a emergéncia de estirpes multirresistentes e até pan-resistentes (resisténcia a

todas as classes de antibioticos (Theuretzbacher, 2013).

O marcador molecular tipico de estirpes multirresistentes é a producdo de
carbapenemases, caracterizada pela capacidade dos genes que codificam estas
enzimas se disseminarem intra- e inter-espécies, através de plasmideos, sendo K.
pneumoniae a principal espécie na disseminagdo destas enzimas (KPC, IMP, VIM,
NDM e OXA-48) (Theuretzbacher, 2013).

1.4. Infe¢Bes adquiridas no hospital e na comunidade

O aumento da incidéncia de bactérias multirresistentes comeg¢a a ser uma
preocupacdo nas unidades de saude. As infe¢cfes associadas a estas bactérias
resultam em dificuldades no tratamento, taxas de morbilidade e mortalidade mais

elevadas e custos mais acentuados.

A populacdo idosa e os residentes nos servicos de saude continuados sé&o
considerados como populacdo de risco para estas infecbes. As instalacbes de
cuidados continuados, proporcionam mais oportunidades de contacto entre residentes,
através de espacos comuns e atividades comuns, sendo um risco para a transmissao
de bactérias com genes de resisténcia e para a troca de material genético entre
bactérias (O’Fallon et al, 2009). Infe¢cbes adquiridas na comunidade causadas por E.
coli produtoras de ESBL comecgaram a ser reportadas com maior frequéncia a partir de
1998, nomeadamente na Irlanda. (Pitout et al, 2005). Estudos posteriores
demonstraram que a hospitalizacdo prévia era um risco significativo, indicando que

estas infecBes tém origem, provavelmente, no hospital (Pitout et al, 2005).
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z

Esta teoria é suportada pelo facto de os hospitais serem locais ideais para a
emergéncia de organismos multirresistentes, devido ao uso de antibidticos de largo
espectro e, por vezes, as deficientes medidas de controlo de infecdo. Os centros de
cuidados continuados parecem funcionar como reservatérios, visto que ha
transferéncia, constante, para ai, de doentes infetados em meio hospitalar (Perez et al,
2007).

Com a grande expansao de bactérias produtoras de ESBL, concretamente CTX-M, na
comunidade, a prévia hospitalizacdo, a idade e a exposicdo as cefalosporinas e
quinolonas séo fatores de risco importantes (Perez et al, 2007).

Outros estudos indicam K. pneumoniae como um importante risco de infecdes

adquiridas na comunidade e ndo s6 nos hospitais (Kang et al, 2006).

Tendo em conta esta situagdo € de grande importancia controlar e caracterizar as
infecbes adquiridas na comunidade e em ambiente hospitalar, de forma a desenvolver
melhores programas de controlo e de contencdo das infegbes e evitar transferéncias

de genes de resisténcia entre diversos ambientes.

1.5. Epidemiologia da resisténcia aos antibiéticos

Como foi acima referido é de extrema importancia controlar e caracterizar os
microrganismos resistentes aos antibiéticos, principalmente os produtores de ESBL e
carbapenemases, devido & ameaca da multirresisténcia a que estdo associados.
Estudos a nivel europeu e mundial sdo essenciais para perceber a dimensdo da

disseminacao destas estirpes, detetar surtos e estudar a evolu¢cdo das mesmas.

Com este intuito foram criados varios programas internacionais de vigilancia; entre
eles, o EARS-Net (coordenado e financiado pelo European Centre for Disease
Prevention and Control), o qual corresponde a um sistema de redes de vigilancia
nacionais que fornecem dados sobre a resisténcia aos antibiéticos na Europa

(http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx). O

EuSCAPE (European Survey on Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae), é
também um programa Europeu, através do qual se efetuou um questionario em 39
paises europeus, contando com a colaboracao de especialistas de cada pais, com o
objetivo de obter uma estimativa atual da prevaléncia de Enterobacteriaceae
produtoras de carbapenemases (CPE Carbapenemase-Producing
Enterobacteriaceae). Os resultados obtidos, ilustrados na Figura 3 (Glasner et al,
2013) confirmam que as CPE continuam a alastrar pela Europa. Apesar da maioria

dos paises sé ter reportado casos Unicos num hospital, a situacdo epidemioldgica
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agravou-se nos ultimos trés anos. Dos 31 paises que participaram na vigilancia desta
resisténcia em trés periodos diferentes (2010, 2012 e 2013) (Figura 4) (Glasner et al,
2013), 17 apresentaram uma maior prevaléncia de CPE em 2013 do que em 2010,
como por exemplo, no caso de Malta, que, de nivel 1 (caso esporadico num hospital),
passou para nivel 5 (situacdo endémica). A entrada de refugiados originarios da Libia
em 2011 pode ter contribuido para a importante disseminagéo de estirpes produtoras
de OXA-48 (Borg, comunicacao oral, Abril 2013 em Glasner et al, 2013).

No entanto, confirma-se que as carbapenemases KPC continuam a ser as mais
prevalentes na Europa, estando as enzimas OXA-48 a ganhar importancia, sendo,

inclusivamente, as mais prevalentes em Franca, Bélgica e Malta.

A metalo-B-lactamase NDM, causadora de grande preocupacdo desde o seu
aparecimento na india, continua a ser pouco relevante na Europa, em comparac&o
com outras carbapenemases, a excecdo do Reino Unido, pais com maior frequéncia

desta enzima (Coque et al, 2008a).
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Fig. 3. Esquema representativo da distribuicdo de carbapenemases na Europa em 2013 (www.eurosurveillance.org).

CPE: Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae.

Em alguns paises, o grafico pode nado representar a verdadeira extensdo da disseminacédo das CPE. Para Portugal, a notificagdo e
submissao de isolados tornou-se obrigatoria a partir de 21 de Fevereiro de 2013.
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Cyprus 2a NA 2a -
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Iceland 0 0 0 -
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Sweden 2a 2a 2b T
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Fig. 4. Tabela representativa da prevaléncia de CPE em 39 paises da Europa durante 2010, 2012 e
2013. 0: Nao ha casos reportados; 1: Ocorréncia esporadica; 2a: Unico surto num hospital; 2b:
Surtos esporadicos em diferentes hospitais; 3: Surtos regionais; 4: Surtos inter-regionais; 5: Situagéo
endémica; NA: Not available. (www.eurosurveillance.org).
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1.6. Objetivos do estudo

A emergéncia de varias bactérias com resisténcia aos antibiéticos leva a necessidade
de uma correta caracterizacdo laboratorial da suscetibilidade aos antibiéticos e dos

mecanismos responsaveis pela resisténcia.

7

Esta caracterizacdo é essencial para um correto tratamento da infecdo, bem como
para a implementacéo de programas de controlo de infe¢éo, nos hospitais e unidades
de cuidados continuados, quer ainda para a utilizacdo de resultados laboratoriais em

programas de vigilancia (Stuart and Leverstein-Van Hall, 2010).

Assim, este trabalho teve como objetivo caracterizar os mecanismos de resisténcia
aos carbapenemes em bactérias de Gram negativo isoladas em diferentes ambientes
(comunidade e hospital), bem como a co-resisténcia e sua possivel disseminagéo

através de plasmideos.

Este estudo, que utilizou métodos fenotipicos, bioquimicos e moleculares, seria de
uma maior importancia, considerando que os carbapenemes sdo, muitas vezes, 0
altimo recurso no tratamento de infe¢cdes causadas por aquelas bactérias e ndo estéo,
ainda, suficientemente esclarecidos os mecanismos responsaveis pela diminuicdo da

suscetibilidade aguela categoria de antibiéticos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolados bacterianos

Neste trabalho foram estudados 426 isolados de bactérias de Gram negativo,
provenientes da colecdo do Laboratério Nacional de Referéncia de Resisténcia aos
Antimicrobianos (URRA) do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA),
selecionados de entre as espécies bacterianas isoladas no primeiro semestre de 2012.
Estes isolados foram previamente recolhidos em 17 laboratérios hospitalares (Tabela
1), onde foram isolados de diferentes produtos biol6gicos (Tabela 2); e eram
provenientes de locais como a comunidade e o meio hospitalar, sendo, no entanto,
desconhecida parte desta informacdo (Figura 5). Aqueles hospitais integram o
Programa Nacional de Vigilancia da Resisténcia aos Antibidticos em Portugal
(Antimicrobial Resistance Surveillance Program in Portugal, ARSIP), nomeadamente
com o envio de isolados para a URRA (INSA).

Tabela 1. Distribuicdo de 426 isolados bacterianos, por hospital.

Hospitais NUmero
de
isolados
32

33

11

35

28

17

89

63

1

11

1

25

44

17

14

3

1

TOTVOZZIr«—ITOmnmmoOm>
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Os isolados bacterianos estudados pertenciam as seguintes espécies: Acinetobacter

baumannii (n=2), Citrobacter freundii, (

n=1), Enterobacter aerogenes (Ea, n=4),

Enterobacter cancerogenus (Ecan, n=1), Enterobacter cloacae (Eclo, n=2), E. coli (Ec,

n=153), Klebsiella oxytoca (n=2), K. pneumoniae (Kp, n=249), Morganella morganii

(n=3), Proteus mirabilis (n=4), Proteus
(n=2), Pseudomonas putida (n=1).

Tabela 2. Origem de 426 isolados bacterianos: prod

vulgaris, (n=2), Pseudomonas aeruginosa

uto bioldgico.

Produto biolégico

NUmero de isolados

Aspirado brénquico
Bilis

Biopsia

Catéter
Expeturacéo
Exsudado
Exsudado Faringico
Exsudado Ferida
Exsudado Umbilical
Fezes

Hemocultura
Liquido Abdominal
Liquido Ascitico
Liquido Pericéardico
Liquido Pleural
PEG

Pus

Secrecdes brénquicas
Urina

4
1
1
11

[EnY
(&) N

PNRPRRREPADMRPRREN

N
N

12
283

Desconhecido
313

Fig. 5. Distribuicéio de 426 isolados, de acordo com

Origem dos isolados

Comunidade
S8

Mosocomial
55

a sua origem.
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2.2. Avaliacao fenotipica da suscetibilidade aos antibiéticos

2.2.1. Pesquisa da suscetibilidade aos carbapenemes

Nos isolados em estudo, realizou-se uma pesquisa inicial da suscetibilidade diminuida
aos carbapenemes, utilizando o antibitico ertapeneme. Para tal, os 426 isolados,
armazenados em meio de TSB com glicerol a -80°C, foram semeados em placas com
meio de gelose simples (INSA), nos quais foi colocado um disco de ertapeneme
(10pg). Apds incubagdo a 37°C/18h, foi possivel avaliar a pureza das culturas e a
suscetibilidade ao ertapeneme. Para o0 estudo foram retidos todos os isolados nao

suscetiveis ao ertapeneme

2.2.2. Teste de suscetibilidade aos antibiéticos

A suscetibilidade aos antibiéticos dos isolados selecionados para o estudo (com
suscetibilidade diminuida ao ertapeneme) foi analisada através do Teste de
Suscetibilidade aos Antibidticos (TSA). A partir das culturas em meio de gelose
simples, repicaram-se 1 a 2 coldnias isoladas e ressuspenderam-se em 2 ml de soro
fisiolégico estéril, para preparar uma suspensdo bacteriana com uma turvagdo de
aproximadamente 0,5 na escala de MacFarland. De seguida, diluiu-se a 1:100, em
soro fisiol6gico, num volume total de 10ml e semearam-se duas placas quadradas
(120mm x 120mm), com meio de Mueller-Hinton agar (INSA), utilizando a técnica de

sementeira por inundagao.

Para cada isolado foram aplicados 32 discos de antibiético (Biorad) de acordo com a
Tabela 3. Realizaram-se ainda ensaios com inibidores: foi colocado um disco de
imipeneme (10pg) com 5 pL de uma solucdo 0,5M de EDTA (pesquisa de metalo-f3-
lactamases), um disco branco com 3,5 pL de uma solucdo 0,5M de &cido borénico
(pesquisa de carbapenemases de classe A) e um disco branco com 4,2 pL de uma
solucao 0,25M de cloxacilina (pesquisa de B-lactamases de classe C). Apés incubacédo
das placas a 37°C, durante 18h, foram medidos os diametros dos halos de inibicao
para cada um dos antibiéticos e analisada a presenca de sinergia e/ou antagonismo
com os inibidores. Os resultados obtidos foram interpretados de acordo com as
normas do Comité de I'Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
(Bonnet et al, 2012) (Tabela 3).

A leitura interpretativa do TSA permitiu predizer alguns mecanismos de resisténcia,
responsaveis pelos fenétipos encontrados, orientando quer a sua confirmacgéo, por

testes fenotipicos mais especificos, quer o estudo bioquimico e molecular.
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Tabela 3. Antibitticos (disco e respetiva carga) utilizados no TSA e critérios de interpretacao (diametros
criticos) segundo o Comité de I'’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (Bonnet et al,
2012)

Classe de antibidtico Antibiotico Sigla Diametros criticos  Carga do disco
SFM (Hg)
(mm)
Penicilinas Amoxicilina AMX S:221; R: <16 25
Piperacilina PIP S:220; R: <16 75
Ticarcilina TIC S:224; R: <22 75
Cefemes (parentais) Cefalotina CF S:218; R: <12 30
Cefuroxima CXM S:225;R: <22 30
Cefoxitina FOX S:222;R: <15 30
Cefotaxima CTX S:226; R: <23 30
Ceftriaxona CRO S: 2 26; R: <23 30
Ceftazidima CAZ S: 2 26; R: <19 30
Cefepima FEP S:224; R: <17 30
Cefemes (orais) Cefpodoxima CPD S:224;R: <21 10
Cefixima CFM S:225; R: <22 10
Monobactamicos Aztreoname ATM S:227;R:<21 30
Carbapenemes Ertapeneme ERT S:228; R: <26 10
Imipineme IMP S:224; R: <17 10
Meropeneme MER S:222; R: <15 10
Associacéo de B- Amoxicilina + Acido clavulanico AMC S:221; R: <16 20+10
lactamicos / inibidores Piperacilina + tazobactame TZP S: 2 21;R: <17 75+10
de B-lactamases Cefotaxima + acido CCTX - 30+10
Clavulanico
Ceftazidima + acido CCAZ - 30+10
clavulanico
Aminoglicosideos Amicacina NA S:217;R: <15 30
Gentamicina GEN S:218; R: <16 15
Kanamicina KAN S:217; R: <15 30
Quinolonas Acido nalidixico NA S:220;R: <15 30
Ciprofloxacina CIP S: 2 25; R: <22 5
Norfloxacina NOR S: 2 25; R: <22 5
Pefloxacina PEF S:222; R: <16 5
Inibidores do Trimetoprim + Sulfametoxazol SXT S:216; R: <10 1,25+ 23,75
metabolismo do
acido folico
Lipopéptidos Colistina Cs S:215; R: <15 50
Nitrofuranos Nitrofurantoina FT S:215; R: <15 300
Glicilciclinas Tigeciclina TGC S:221; R: <19 15
Fosfomicinas Fosfomicina FOS S:214; R: <14 50

2.2.3. Teste de Sinergia com Ertapeneme

Com o intuito de confirmar fenotipicamente a producdo de carbapenemases pelos
isolados em estudo, realizou-se o Teste do Ertapeneme. Para tal, a partir de 1-2
colénias de uma cultura pura do isolado em estudo, preparou-se uma suspensao
bacteriana com uma turvacdo 0,5 MacFarland, em soro fisiolégico estéril, e inoculou-

se uma placa com meio de Mueller-Hinton (INSA), utilizando a técnica de
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espalhamento com zaragatoa. Seguidamente, foram colocados, quatro discos
(Biorad), a distdncia de 30 mm, como indica a Figura 6: ertapeneme (10 ug),
ertapeneme + 5 pl de uma solucéo 0,5M de EDTA, ertapeneme + 7 pl de uma solucdo
0,5M de acido boronico, e ertapeneme + 6 L de uma solucao 0,25M de cloxacilina; 1
disco branco, impregnado com 5 pl de EDTA a 0,5M, foi colocado no centro da placa,
para garantir que este inibidor, sozinho, n&o tinha atividade sobre o isolado. Todos o0s
discos foram impregnados 30 minutos antes.

Fig. 6. Distribuicio dos discos no teste de sinergia com ertapeneme.

ApOGs incubagdo a 37°C, durante 18 horas, realizou-se a interpretacdo do teste,
procedendo-se a medigcao dos halos e verificando as sinergias através da diferenca
entre o didmetro do halo do disco de ertapeneme e o didmetro dos restantes discos,
seguindo o esquema representado na Figura 7.

Sinergia com EDTA (25mm) Auséncia de sinergia com EDTA Auséncia de sinergia com EDTA Auséncia de sinergia com EDTA
Auséncia de sinergia com BOR (z4mm) Sinergia com BOR (z4mm) Auséncia de sinergia com BOR Sinergia com BOR (z4mm)
Auséncia de sinergia com CLOX Auséncia de sinergia com CLOX Auséncia de sinergia com CLOX Sinergia com CLOX {£5mm)

OXA-48,ESEL, ou

Metalo-g-Lactamase Carbapenemase ClasseA outro mecanismo de
resisténcia

AmpC com perda de porinas
(impermeabilidade)

Fig. 7. Esquema de interpretagdo da leitura do teste de sinergia com ertapeneme.
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2.2.4. Teste de Suscetibilidade ao Cloranfenicol

Este teste foi realizado apenas para os isolados que possuiam genes que
codificavam a bomba de efluxo OgxAB. Para tal, preparou-se uma suspensao
bacteriana com turvacdo de aproximadamente 0,5 MacFarland, em 2,5 ml de soro
fisiologico. De seguida diluiu-se a 1:100, num volume total de 5ml e semeou-se em
meio de Mueller-Hinton agar (INSA), pela técnica de inundacao.

Para cada isolado, foi aplicado um disco de cloranfenicol (30ug, Biorad) e apés
incubacao das placas a 37°C, durante 18h, foram medidos os diametros dos halos. Os
resultados obtidos foram interpretados de acordo com o Comité de I’Antibiogramme de
la Société Francaise de Microbiologie (2012): S= 23, R <19.

2.3. Caracterizagcdo Bioquimica

2.3.1. Focagem Isoelétrica: B-lactamases

Para uma melhor compreensdo sobre as [B-lactamases produzidas pelos isolados
retidos para o estudo, realizou-se a técnica de Focagem Isoelétrica, que, baseando-se
nos diferentes pontos isoelétricos das enzimas, nos permitiu separa-las e orientar a
pesquisa molecular.

Esta técnica foi realizada em cinco fases: Extragdo de B-lactamases, Teste do
Nitrocefin, preparacdo do Gel de Migracdo, Migracdo e preparagdo do Gel de

Revelacao.

2.3.1.1. Extracao de B-lactamases

A partir de uma cultura pura em meio de gelose simples (INSA), inoculou-se uma
colénia isolada em 15 ml de Brain Heart Infusion (INSA), para a extracédo de (-
lactamases, e incubou-se a 37°C, durante 18 horas, com agitacdo. Os 15 ml foram
centrifugados a 10000 rpm, a 4°C, durante 15 minutos. O pellet foi entdo
ressuspendido em 1 ml de Agua destilada estéril, seguindo-se a sonicagéo das células
durante 1 minuto e 30 segundos utilizando o sonicador UP 200S, Dr. Hielscher, GmbH.
A cultura sonicada foi centrifugada (4°C/30min /16000rpm) e o extrato enzimético (no

sobrenadante) foi conservado a -20°C.

2.3.1.2. Teste do Nitrocefin

O Nitrocefin (Oxoid) é um substrato cromogénico de cefalosporina, e permite analisar

a atividade das B-lactamases através da hidrolise do substrato pela enzima. Para a
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realizacdo do teste adicionou-se uma gota de 5 ul de Nitrocefin a cerca de 50 pl do
extrato enzimético de cada isolado. A degradagcdo do substrato altera a sua cor

amarela inicial para vermelho.

2.3.1.3. Gel de Migracao

Para a preparacdo do gel de migracdo utilizaram-se os reagentes enumerados na
Tabela 4.

Tabela 4. Descricdo dos reagentes utilizados na preparacdo do gel de migracao.

Reagentes Volume (ml)
ReadySol IEF 40% (Pharmacia Biotech) 3,75
Ampholine® (pH 3.0-9.0) (Amersham Pharmacia Biotech AB) 2

Agua destilada 24
Persulfato de aménia 10% (Merck) 0,85
TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina) (Merck) 0,50

O gel foi colocado numa pelicula GelBond®PAG Film (Amersham Pharmacia Biotech
AB) assente numa placa de vidro, previamente tratada com Repel-Silane (Pharmacia).
A polimerizacéo foi efetuada pela exposicdo das placas a luz, durante cerca de 25
minutos; apos esse tempo, o gel foi colocado na plataforma de migracao (Multiphor II,

Amersham Pharmacia Biotech).

2.3.1.4. Migracéo

Para a migracao das amostras, colocaram-se, a superficie do gel (dnodo), bandas de
papel (Amersham Biosciences AB), uma por cada amostra, que serviram de suporte
para a adicdo de 10 ul de amostra. Foram também colocadas trés bandas adicionais
para a adicdo de 5 pl dos seguintes extratos de (B-lactamases de referéncia, cujos pls
sdo conhecidos: pl 8,9 (E. coli 5753, CTX-M-15), pl 5,2 (E. coli Guer, IRT-2), pl 5,4 (E.
coli R111, TEM-1) e pl 7,6 (K. pneumoniae 6884, SHV-107). Por ultimo, aplicaram-se
no gel duas tiras de papel de filtro (Amersham Pharmacia Biotech AB), uma embebida
em H3PO, 1M (no &nodo) e outra em NaOH 1M (no catodo), as quais asseguravam o
contacto entre o gel e os eléctrodos. A migracdo teve a duragdo de 1 hora, com uma
voltagem de 1500V, intensidade de 30mA e poténcia de 30W.
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2.3.1.5. Gel de Revelacao

Para a revelacdo do teste foi efetuada a preparacéo de um gel, utilizando os reagentes

descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Descri¢cdo dos reagentes utilizados na preparacdo do gel de revelagéao.

Reagentes Quantidade
Agar (Difco) 1,094 g
Amido (Difco) 0,365¢g
Tampéo Fosfato 0,1 M pH6 70 ml
Solucgéo de lodo 3ml
Penicilina G 10 mg

O gel de revelagao foi introduzido entre duas placas de vidro e, apos solidificagéo, foi

colocado sobre o gel de migracéo.

2.3.1.6. Leitura e interpretagao

A leitura e interpretacdo dos resultados foram efetuadas através da comparacéo dos pl
das amostras em estudo com as bandas de B-lactamases de referéncia, referidas em
2.3.1.4.

2.3.2. SDS-PAGE - OMPs

O método molecular SDS-PAGE permitiu identificar as proteinas OMP através do seu
tamanho (kDa). O reagente dodecil-sulfato de sédio (SDS) tem a propriedade de
desnaturar as proteinas, atingindo a estrutura primaria, e de lhes conferir uma carga
negativa. De seguida as proteinas foram colocadas num gel de poliacrilamida e,
através de um campo elétrico, migraram (para o polo positivo), consoante o tamanho

molecular, permitindo a separacdo das mesmas.

2.3.2.1. Extracdo de OMPs

Os isolados foram semeados em 4 ml de meio LB (Luria Broth) (INSA) e incubados a
37 °C /18 horas, com agitacdo. Foram transferidos 1,5 ml, de cada cultura, para um
eppendorf e centrifugou-se a 13000 rpm, durante 4 minutos. Apos eliminacdo do
sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet com 1 ml de agua estéril e centrifugou-se com
as condicdes referidas anteriormente. Este passo foi repetido duas vezes e, no fim,
ressuspendeu-se o pellet com 1 ml de agua gelada e estéril. As amostras foram

sonicadas durante 30 segundos e, apés uma pausa de 30 segundos, efetuou-se outra
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sonicacdo de 30 segundos com o aparelho UP 200S, Dr. Hielscher, GmbH. Os
produtos sonicados foram centrifugados a 5000 rpm durante 2 minutos, para eliminar
células bacterianas intactas. Apds remocao do sobrenadante para um novo eppendorf,
este foi novamente centrifugado, durante 60 minutos, a 15300 rpm. O pellet, contendo
apenas o envelope celular, foi ressuspendido em 0,8 ml de uma solugéo a 2% de
Sodium Lauryl Sarcosinate em tampao Tris-Mg e incubou-se a temperatura ambiente,
durante 20 minutos. De seguida, as amostras foram centrifugadas durante 60 minutos,
a 15300 rpm, e o pellet foi ressuspendido em 25 pl de &gua, e fervido em banho-maria,
durante 5 minutos, seguindo-se uma centrifugagcédo de 1 minuto. O sobrenadante, onde
se encontravam as proteinas de membrana, foi guardado a -20°C.

2.3.2.2. Preparagéo do gel de SDS-Poliacrilamida

O gel de SDS-Poliacrilamida é composto por dois géis: o gel de resolucao, constituido
por 4 ml de acrilamida, 2, 5 ml de tamp&o do gel (1,5 M em Tris pH 8,8 e SDS 0,4 %),
3,5 ml de 4gua, 5 pl de TEMED e 50 pl de APS; e o gel de concentragdo formado por
550 pl de acrilamida, 1,050ml de tampao do gel (0,5 M em Tris pH 6,8 e SDS 0,4 %),
2,542 ml de 4gua, 4 ul de TEMED e 21 pl de APS.

Depois de preparado o sistema (placas de vidro, espacadores e pentes), colocou-se a
solugcdo de resolucédo e deixou-se polimerizar; de seguida, colocou-se a solugédo de
concentracéo e deixou-se polimerizar. O gel foi colocado no aparelho de eletroforese
(Enduro Electrophoresis Systems, Labnet International, Inc) e, de seguida, foi

adicionado o tampéao de eletroforese (3 % de Tris; 14,4 % de glicina e 1% de SDS).

2.3.2.3. Preparacéo e aplicacdo das amostras no gel

A 10 ul de amostra, adicionou-se 0 mesmo volume de Loading Buffer SDS 2x,
desnaturou-se durante 5 minutos num banho-maria a 100°C, centrifugou-se para
concentrar a amostra e aplicou-se no gel, juntamente com o marcador molecular.
Iniciou-se a eletroforese, com as seguintes condi¢cdes: 125 V para o gel de
concentracdo, durante 30 minutos e 150 V para o gel de resolugdo, durante 90

minutos.

2.3.2.4. Revelacéo do gel

O gel foi corado com azul de Coomassie (2,5 g de azul de Coomassie Brilliant R em
454 ml de metanol, 96 ml de acido acético glacial e 450 ml de agua), durante 60
minutos, a temperatura ambiente, com agitacdo. De seguida, retirou-se esta solucéo e

adicionou-se a solugdo descorante (600 ml de metanol, 200 ml de &cido acético e
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1200 ml de agua); apds 12 horas nesta solucdo, retirou-se o gel e analisaram-se as
bandas por comparagcdo com o marcador de peso molecular e as estirpes de
referéncia (wild-type).

2.4. Caracterizagdo molecular de mecanismos de resisténcia aos antibidticos

B-lactamicos

2.4.1. Extracdo de DNA

Os métodos fenotipicos e bioquimicos foram utilizados para orientar a pesquisa e
identificacdo de B-lactamases por métodos moleculares, especificamente o método
Polymerase Chain Reaction (PCR) e a sequenciacdo nucleotidica.

Para a realizacdo destes métodos foi necesséario extrair o DNA dos isolados em
estudo. Assim, colocou-se uma por¢cdo de cultura em 750 ul de agua bidestilada
estéril, centrifugou-se durante 5 minutos, a 10000 rpm, desprezou-se 0 sobrenadante
e ressuspendeu-se o pellet em 500 pl de 4gua bidestilada estéril, efetuando uma nova
centrifugacdo nas mesmas condi¢des. O pellet foi novamente ressuspendido em 100
ul de agua bidestilada estéril e fervido durante 15 minutos, seguindo-se uma nova
centrifugacdo nas mesmas condi¢des. O sobrenadante foi, posteriormente, congelado
a -20°C.

2.4.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Como foi acima referido, utilizou-se o PCR para pesquisar e confirmar a presenca de
genes que codificam B-lactamases, 0os genes bla. Neste trabalho foram pesquisados
0S genes, blatey, blaspyy, blaoxais, ampC, blacrxwm, blages, blakpe, blaoxass, blaviv,
blanpw € blaye. Pesquisaram-se também os genes que codificam as porinas OmpK35,
OmpK36, OmpK37, OmpC, OmpF, Omp35 e Omp36, bem como os genes plasmidicos

responsaveis pela resisténcia as fluoroquinolonas (genes PMQR).

Para a pesquisa dos genes blategy, blashy, blaoxa.1c € ampC utilizou-se o PCR multiplex
ESBL, cuja mistura pré-PCR foi preparada numa camara de fluxo laminar (Holton),
sendo composta por tampao (1x, Quiagen), dNTPs (0,5mM de dATP, dCTP, dGTP e
dTTP, Roche Diagnostics), MgCl, (3mM, Quiagen), Q solution (1x, Quiagen), primers
especificos (Tabela 6) e Taq polimerase (1,25 unidades, Quiagen). Os genes que
codificam B-lactamases AmpC plasmidicas (PMAB) foram pesquisados utilizando
também um PCR multiplex numa mistura semelhante a referida anteriormente, com os
primers descritos na Tabela 7. De igual modo, procedeu-se a amplificacdo dos genes
PMQR (Tabela 8).
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Tabela 6. Carateristicas dos primers utilizados na amplificagdo por PCR multiplex e PCR simples de
genes bla esgL, € na sequenciagéo.

Designacdo Sequéncia Temperatura de Gene Tamanho do
do Primer hibridacéo fragmento
PCR Multiplex:

P1 5TACGATACGGGAGGGCTTAC-3’ 61°C blatem 716bp

P2 5TTCCTGTTTTTGCTCACCCA-3

AmpCF 5’'CCCCGCTTATAGAGCAACAA-3’ 61°C ampC 634bp
AmpCR 5TCAATGGTCGACTTCACACC-3

SHVF 5 TCAGCGAAAAACACCTTG-3' 61°C blasyy 471bp
SHVR 5TCCCGCAGATAAATCACCA-3

OXAF 5TATCTACAGCAGCGCCAGTG-3 61°C blaoxa-1c 199bp
OXAR 5’'CGCATCAAATGCCATAAGTG-3

PCR Simples e sequenciagéo:

FIN* 5’ATTCTTGAAGACGAAAGGGC-3 56°C blarem 1091bp
DEB* 5’ATGAGTAAACTTGGTCTGAC-3

149p* 5'CGCTTCTTTACTCGCCTTTA-3’ 56°C blasuy 911bp
1059* 5TTAGCGTTGCCAGTGCTC-3

OXA-1-F* 5 ATGAAAAACACAATACATATC-3’ 56°C blaoxa-1c 826bp
OXA-1-R 5AATTTAGTGTGTTTAGAATGG-3’

(*) Primers utilizados no PCR e na sequenciagéo.

Tabela 7. Carateristicas dos primers utilizados na amplificacdo por PCR multiplex dos genes ampC
plasmidicos (PMAR), para o PCR simples blaact € na sequenciacao.

Designagédo Sequéncia Temperaturade Gene Tamanho

do Primer hibridacao do
fragmento

PCR Multiplex:

MOXM - F 5GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT-3 64°C blavox  520bp

MOXM - R 5CACATTGACATAGGTGTGGTGC-3

CITM - F 5TGGCCAGAACTGACAGGCAAA-3’ 64°C blacir 462bp

CITM- R 5 TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC-3’

DHAM-F 5AACTTTTCACAGGTGTGCTGGGT-3’ 64°C blapha  405bp

DHAM-R 5CCGTACGCATACTGGCTTTGC-3

ACCM-F 5ACCAGCCTCAGCAGCCGGTTA-3 64°C blapcc ~ 346bp

ACCM-R 5TTCGCCGCAATCATCCCTAGC-3’

EBCM-F 5CAGTTCTGCATTCGCCGCAC-3’ 64°C blamir 802bp

EBCM-R 5CACCTTGTTATCACTGCCTCCGAC-3

FOXM-F 5 GGACTCATCGCCAGTATTCCAACC-3’ 64°C blarox ~ 286bp

FOXM-R 5’ AACTTCAGCAGATCCGCCGAAC-3

PCR Simples:

EBC-F 5AAATCCCTAAGCTGTGCCCTGCTG -3 64°C blamir 1137bp

EBC-R 5 TTACTGCAGCGCGTCGAGGAT -3 *
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Tabela 8. Carateristicas dos primers utilizados na amplificagdo por PCR multiplex, e na sequenciagdo dos
genes que conferem resisténcia as quinolonas (PMQR).

Designacdo Sequéncia Temperatura Gene Tamanho do
do Primer de hibridagéo fragmento
PCR Multiplex:

gnrA 5 GGGTATGGATATTATTGATAAAGS’ 55°C gnrA  661bp
gnrB 5’ CTAATCCGGCAGCACTATTA-3’

gnrBF-TW 5CCTGAGCGGCACTGAATTTAT-3’ 55°C gnrB1  409bp
gnrBR-TW 5GTTTGCTGCTCGCCAGTCGA-3’

gnrCF2 5’AACGTACGATCAAATTG-3’ 55°C gnrC  561bp
gnrCR 5TCCACTTTACGAGGTTCT-3

gnrDF 5’ CGAGATCAATTTACGGGGAATA-3’ 55°C gnrD  582bp
gnrDR 5’AACAAGCTGAAGCGCCTG-3

gnrSJF 5’ ACGACATTCGTCAACTGCAA-3’ 55°C gnrS  417bp
gnrSJR 5TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3’

aac6lb-5* 5TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3 55°C aac 482bp
aac6lb-6 5CTCGAATGCCTGGCGTGTTT-3

gepAF 5’ GAACCGATGACGAAGCACAG-3’ 55°C gepAl  1013bp
gepAR 5CGTCGTTAAAGCATTCTTGTCC-3’

PCR Simples e sequenciacgéo:

gnrBF2* 5’ATGACGCCATTACTGTATAA-3 49°C gnrB 681bp
gnrBR2* 5’ CTAACCAATCACCGCGATGC-3
gnrSF2 5’ ATGGAAACCTACAATCATAC-3’ 50°C gnrS 654bp
gnrSR2 5’GTCAGGATAAACAACAATAC-3’
OgXA-F* 5’ AGAGTTCAAAGCCACGCTG-3 64°C ogxA  921bp
0gxB-R 5CTCCTGCATCGCCGTCACCA-3’ 64°C ogxB  921bp

(*)Primers utilizados no PCR e na sequenciagéo.

A pesquisa e identificagcdo dos genes blacrx.m (Tabela 9), do ambiente genético do
gene blakpc (Tabela 10), blaey (externos), blagxa.1c (externos) e blagyy (externos)
(Tabela 6), foi realizada com um PCR simples, utilizando uma mistura pré-PCR
composta por tampédo (1x, Quiagen), dNTPs (0,2mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP,
Roche Diagnostics), MgCl, (3mM, Quiagen), Q solution (1x, Quiagen), primers

especificos 9 e 10) e Taq polimerase (0,5 unidades, Quiagen).
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Tabela 9. Carateristicas dos primers utilizados na amplificagdo por PCR dos genes blacrx-v € na
sequenciacao

Desighacdo Sequéncia Temperatura  Gene Tamanho

do Primer de hibridagéo do
fragmento

CTXiF 5TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA-3 55°C blactx-m 544bp

CTXiR 5’CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3’

CTX-M-1F* 5 ATGGTTAAAAAATCACTGCG-3’ 55°C blactxwv-1  870bp

CTX-M-15R* 5’ACCGTCGGTGACGATTTTAG-3’

CTX-M-15F* 5'AGAATAAGGAATCCCATGGTT-3’ 55°C blactxm1 903bp

CTX-M-1R* 5’CCGTTTCCGCTATTACAA-3’

CTX-M-9R2 5'AGTTACACGCCTTCGGCGAT-3’ 55°C blactxme  878bp

CTX-M-9F 5’ATGGTGACAAAGAGAGTGCAAC-3
(*) Primers utilizados no PCR e na sequenciagéo.

Ainda foi efetuada a pesquisa do gene blapxa4s NUMa amostra aleatéria (n=106), de
entre as 426 estirpes iniciais, nomeadamente as 22 selecionadas, utilizando um PCR
simples (Tabela 10).

Tabela 10. Carateristicas dos primers utilizados na amplificagdo por PCR dos genes que codificam
carbapenemases de classe A, classe B e classe D.

Designacao Sequéncia Temperatura  Gene Tamanho

do Primer de hibridagao do
fragmento

KPC -F* 5’ATGTCACTGTATCGCCGTCTAG-3’ 55°C blakpc 1018bp

KPC -R* 5'AGAGCCTTACTGCCCGTTG-3

GES -F* 5’ AAAGCAGCTCAGATCGGTGT-3 56°C blages 891 bp

GES - R* 5’AATTCGTCACGTTCTACGGC-3'

OXA-48 -F 5’ATGCGTGTATTAGCCTTATC-3 58°C blaoxa4s 140 bp

OXA-48 -R 5’CCTAAACCATCCGATGTG-3

KPC_istB-F 5'GCTACCGCTTGAAGGACAAG-3’ 60°C blakpc 1800bp

KPC_tnpA-R 5’ GTCAATGCCAAGACCCATCC-3’

NDM - F 5'GTTTGATCGTCAGGGATGGC-3 58°C blanpm 359 bp

NDM - R 5'ACCGGTGATATTGTCACTGGT-3’

IMP - F 5'GAAGGCGTTTATGTTCATAC-3 56°C blamp 234 bp

IMP - R 5’AGAATTAAGCCACTCTATTCC-3'

VIM -F 5’GTTTGGTCGCATATCGCAAC-3 55°C blayim 556 bp

VIM -R 5'GGAATGACGAACTGTGCTTC-3

(*) Primers utilizados no PCR e na sequenciagao.

Assim, a amplificacdo por PCR dos genes blaoxa.4s, blaym € blaye utilizou a seguinte
mistura pré-PCR: tampdo (1x, Quiagen), dNTPs (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 a amplificacdo por PCR dos genes blagpc, blages, € blaypw (Tabela 10), ompK35,
ompK36, ompK37 utilizou-se a seguinte mistura pré-PCR: tampao (1x, Quiagen),
dNTPs (0,2mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP, Roche Diagnostics), MgCl, (3mM,
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Quiagen), Q solution (1x, Quiagen), primers especificos (Tabela 11) e Taq polimerase

(0,6 unidades, Quiagen).

Tabela 11. Carateristicas dos primers utilizados na amplificagdo por PCR e na sequenciacéo dos genes
que codificam as porinas OmpK35/0mpF/Omp35; OmpK36/O0mpC/Omp36 e OmpK37.

Designacao Sequéncia Temp. de Gene Tamanho do
do Primer hibridagao fragmento
ompK35 -F 5’ GTAATAAATAATGATGAAGCG-3’ 55°C ompK35/ompF 1080 bp
ompK35 -R 5TTAGAATTGGTAAACGATAC-3 /omp35*

ompK36 —F 5’ GTTAATAACATGAAAGTTAAAG-3’ 55°C ompK36/ompC  1105bp
ompK36- R 5’GTGCTTAGAACTGGTAAAC-3’ /omp36*

ompK37 -F 5’GTACTGGCCCTCGTTATTC-3 55°C ompK37 1113 bp

ompK37 -R 5’GATGTTATCGGTAGAGATAC-3

Todos os primers foram utilizados na amplificagdo por PCR e na sequenciagdo. (*) Existe homologia entre

as sequéncias destes genes, permitindo usar o mesmo par de primers.

A todos os PCRs foi adicionado DNA numa concentracdo final de 4ng/ul e agua
destilada necesséria para um volume final de 25ul. De seguida as amostras foram
amplificadas num termociclador (C1000 Thermocycler, Bio-Rad), utilizando-se os
programas das reacfes de PCR multiplex e de PCR simples especificos de cada

protocolo.

Os diferentes produtos de PCR foram aplicados (7 pl), juntamente com 2 ul de tampao
(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% xileno-cianol e 30% glicerol), num gel de
agarose a 2% (Agarose Multi-Purpose, BIOLINE) em TAE 1x (0,04M tris-acetato,
0,001M EDTA), com SYBR SYBR® Safe a 1%; de seguida efetuou-se uma
electroforese, durante 45 minutos, a 120 V. Finalmente, observou-se cada gel
utilizando o Sistema de Documentacdo de Imagem Gel Doc 2000 2001 (Biorad).
Observaram-se as bandas, e o tamanho do produto de amplificagdo permitiu identificar
0S genes presentes na amostra em estudo, por comparagdo com as bandas de
tamanho conhecido de um controlo positivo (previamente identificados por
comparagdo com um marcador de peso molecular). Em todas as corridas foi colocado

um controlo positivo e um controlo negativo.
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2.4.3. Purificacdo dos produtos PCR

Apbs reacdo de PCR, os dNTPs e primers, ndo utilizados na reacdo, e que
permaneceram juntamente com o produto de amplificacdo, podiam interferir com o
PCR ciclico a realizar na sequenciacdo nucleotidica. Para contornar esta situacao,
purificaram-se os produtos de PCR com ExoSAP-IT (Usbg), 0 qual é constituido por
duas enzimas hidroliticas, uma exonuclease (degrada primers de cadeia simples
residuais e DNA de cadeia simples), e uma fosfatase alcalina (hidrolisa dNTPs que

nao foram utilizados).

Assim, foram adicionados 4ul de EXOSAP a 10ul de produto de PCR, seguindo-se
uma incubagao a 37°C, durante 15minutos, a qual promoveu a atividade daquelas
enzimas, e, de seguida, uma incubacdo a 80°C, durante 15 minutos, na qual as
mesmas foram inativadas. Esta reacdo foi igualmente realizada no termociclador
(C1000 Thermocycler, Bio-Rad).

2.4.4. Sequenciacdo nucleotidica de genes de resisténcia

Apo6s a detecdo dos genes de resisténcia, por PCR, foi necesséario proceder a sua

identificacdo, pela determinacéo da respetiva sequenciacao nucleotidica.

Aos produtos purificados (10ng de DNA) adicionou-se uma mistura de pré-
sequenciacao: 2ul de BigDye v1.1 (Applied Biosystem), primer especifico do gene a
sequenciar (reverse ou forward) e agua estéril necessaria para perfazer um volume
final de 10pl.

A reacdo de sequenciacdo foi efetuada no termociclador (C1000 Thermocycler, Bio-
Rad) em 3 fases: uma de desnhaturacdo (96 °C/30s), seguindo-se uma fase de
incubacao (56 °C/5s) e, por ultimo, uma fase de extensao (60 °C/4 min).

Terminada a sequenciacdo, as amostras foram enviadas a Unidade de Tecnologia e
Inovacdo do INSA, onde, primeiramente, foram removidos os terminadores, por
precipitacdo alcodlica e, posteriormente, foi realizada a migracdo no sequenciador
automatico (ABI PRISM® 3100, Applied Biosystem). Os registos das sequéncias
nucleotidicas (eletroferogramas), ali obtidos, foram analisados e interpretados no

Laboratorio URRA, recorrendo ao software Bionumerics @ Applied Maths.
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2.5. Detecdo e identificacdo de plasmideos

A detecdo e identificacdo de plasmideos foi efetuada nos isolados com o gene blagpc €
0 gene blaggs.

2.5.1. Conjugacéo

Depois de identificados 0s genes blaxpc € blages foi necessario estudar a sua
localizacdo. Para tal, realizou-se a transferéncia plasmidica pela técnica de
conjugacdo. Esta utilizou as seguintes estirpes recetoras: E. coli Jsz NaN3", E. coli
C600 St e E. coli C600 Rif?, resistentes a azida, estreptomicina e rifampicina,
respetivamente, e suscetiveis ao ertapeneme e amoxicilina. A conjugacgao consistiu na
adicdo das estirpes recetoras (de per si) com as estirpes a estudar (dadoras),
suscetiveis aos trés antibioticos referidos, mas resistentes ao ertapeneme e
amoxicilina. Posteriormente, avaliou-se a presenca de colbnias resistentes a azida +
ertapeneme + amoxicilina, ou estreptomicina + ertapeneme + amoxicilina, ou
rifampicina + ertapeneme + amoxicilina, de acordo com as suscetibilidades, quer das

estirpes dadoras, quer das recetoras.

Assim, a conjugacao foi efetuada utilizando um protocolo de varios dias, o primeiro
consistindo num “screening”, utilizando meio seletivo de MacConkey agar com
antibiético incorporado. As estirpes dadoras e a recetora C600 Rif* foram semeadas
em meio impregnado com rifampicina (250ug/ml); num meio impregnado com
estreptomicina (160 pg/ml) foram semeadas as estirpes dadoras e a estirpe recetora
C600 SR, seguiu-se 0 mesmo modelo para o conjunto de estirpes dadoras e estirpe
recetora Js; NaN;". Em meio seletivo de MacConkey agar incorporado com
ertapeneme (0,5 pg/ml), e separadamente, amoxicilina (50 pug/ml), semearam-se todas
as estirpes dadoras e todas as recetoras. Apés uma incubagéo a 37°C, durante 18h,
observou-se o crescimento de coldnias, e selecionaram-se aquelas que estariam aptas
para a conjugacao. Transferiu-se entdo uma coldnia isolada dessas estirpes para 5 ml
de meio BHI e incubou-se durante 3 horas. De seguida, pipetou-se 100ul da estirpe
dadora juntamente com 200ul da estirpe recetora, em meio BHI, e incubou-se sem
agitacdo, a 37°C, durante 18 horas, em banho-maria. No terceiro dia, procedeu-se a
selecdo de transconjugantes, pelo que se inoculou 100pL da cultura de
transconjugantes em placas de meio seletivo de MacConkey agar com antibiético
incorporado (marcadores de sele¢éo) e incubou-se a 37°C, durante 18 horas. No dia
seguinte, picaram-se as colonias obtidas, usando palitos estéreis, e inoculou-se, cada
um, em 5 mL de BHI, na mesma concentracdo de antibittico utilizada nas placas de

selecdo e incubou-se, com agitacdo, a 37°C, durante 6 horas. As estirpes que
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apresentavam crescimento foram semeadas em placas de meio seletivo de
MacConkey agar com antibioticos incorporados (marcadores de selecao) e incubadas
a 37°C, durante 18 horas. A presenca de transconjugantes foi analisada da seguinte
forma: caso os genes blakpc € blages fossem plasmidicos o fenétipo que conferiam
passaria a ser expresso pela estirpe recetora, o que foi pesquisado e confirmado por
PCR do DNA destas estirpes, utilizando primers especificos para os genes blagpc €

blages.

2.5.2. Determinacao da localizagdo cromossOomica ou plasmidica de

genes bla: restricdo com a enzima I-Ceul

A enzima I-Ceul carateriza-se por digerir DNA cromossémico. Foi utilizada neste
trabalho para analisar a localizagdo dos genes que codificam as enzimas blakpc €
blaces nas estirpes clinicas. Para a realizacdo desta técnica utilizou-se a mesma

metodologia usada na técnica de PFGE, consistindo nos seguintes passos:

2.5.2.1. Preparacédo dos discos

As estirpes em estudo foram semeadas em meio de gelose simples (INSA) e
incubadas a 37°C, durante 18 horas. De seguida, repicaram-se varias colénias de
cada amostra; uma vez em eppendorfs, adicionou-se 1 ml de tampao fosfato (0,05M
pH 8); apds centrifugacdo a 5800 rpm, durante 10 minutos, a 4°C, rejeitou-se 0,15 ml
do sobrenadante e emulsionou-se o volume restante, que foi colocado numa cuvete e
lida a densidade Gtica, num espetrofotébmetro, a 650 nm (situou-se entre 1,5 e 1,6).
Desta solugéo retirou-se 0,3 ml, colocou-se a 41°C, em banho-maria, durante 5
minutos e adicionou-se 0,3 ml de agarose (SeaPlaque GTG —Low Melting 1,5%).
Recorrendo a uma seringa de 1 ml, aspirou-se a solucéo e colocou-se no congelador
durante 4 minutos, seguidos de 10 minutos a temperatura ambiente. Os discos foram
cortados (1mm de espessura), colocados num tubo falcon de 15 ml, emersos em 1 ml
de tampdo EC (Bacterial Lysis Solution) e incubados, a 50°C, durante 3 horas.
Terminado o tempo de incubac&o, retirou-se a solucdo EC, adicionou-se 1 ml de uma
solugdo ES (Digestion Buffer) com proteinase K, e colocou-se em banho-maria, a
55°C, com agitacdo, durante 18 horas. Passado esse tempo, rejeitou-se a solucdo
existente, adicionou-se 5 ml de dgua destilada autoclavada, e colocou-se no agitador
orbital a 20 ver/s, durante 5 minutos; rejeitou-se a agua, adicionou-se 10 ml de solugéo
TE (TE buffer) 1x e colocou-se no agitador, durante 30 minutos, repetindo-se 4 vezes
este processo. Os discos foram entdo colocados em eppendorfs com 0,5 ml de

solucdo TE 1x, estando prontos a ser utilizados.
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2.5.2.2. Digestéo enzimatica

Com o objetivo de equilibrar os discos antes da digestéo, preparou-se um tampéao de
restricdo (0,01 ml de tamp&o especifico da enzima, NEB2; 0,09 ml de agua estéril, por
estirpe) e adicionou-se 0,1 ml a cada tubo contendo os discos, seguindo-se uma
incubacdo em banho-maria, a 37°C, durante 10 minutos. Rejeitou-se entdo o tampéao
de restricao, adicionou-se 0,1 ml da MIX de restricao (88 pl de agua, 10 ul de tampéo
NEB2, 1 ul de BSA e 2 pl de enzima Ceul (New England BioLaby,c), utilizando um
volume de 0,12ul e 1,5 pl para as estirpes clinicas, e incubou-se a 37°C, durante 16
horas, em banho-maria. Para parar a reacdo colocaram-se os tubos a 4°C.

2.5.2.3. Gelde PFGE

O gel foi preparado para um volume de 200 ml, a 1% de agarose (Agarose Seakem
Gold e solugdo TBE 0,5 x). Apds o suporte estar preparado, jA com o pente, verteu-se
a agarose e deixou-se polimerizar. Os discos foram colocados no gel, uma amostra
por poco, juntamente com os marcadores (Lamba Ladder, New England BioLab,), e
iniciou-se a corrida, com as seguintes especifica¢des: Pulso inicial 0,1 s; Pulso final 36
s; 6 vicm; 24 horas; 11°C. Apés as 24 horas, o gel foi introduzido em solugdo TBE
(TBE buffer) 0,5 x e 0,05 ml de solucdo Gel Red, durante 20 minutos, seguindo-se a
descoloragéo (colocou-se o gel em agua destilada, por 18 horas), fotografando de
seguida, utilizando o Sistema de Documentagdo de Imagem Biorad Gel Doc 2000
2001.

Depois da digestdo com a enzima, foi extraido DNA das bandas resultantes (KIT
illustra™ GFX™ PCR DNA and GEL Band Purification) e realizado o PCR especifico
dos genes blaxpc € blages. Um resultado positivo no PCR correspondia a presenca do

gene no cromossoma.

2.5.3. Pesquisa do grupo de incompatibilidade por PCR Based Replicon
Type (PBRT)

A pesquisa do grupo de incompatibilidade dos plasmideos foi efetuada através do
método PBRT, constituido por 18 PCRs simples para cada isolado em estudo. Este
método permitiu identificar 18 plasmideos que poderiam conferir resisténcia a
antibidticos. A mistura pré-PCR foi idéntica para todos os PCR: tampao (1x, Quiagen),
dNTPs (0,2mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP, Roche Diagnostics), MgCl, (3mM,
Quiagen), Q solution (1x, Quiagen), primers especificos para cada plasmideo (Tabela

12) e Taq polimerase (0,5 unidades, Quiagen).
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Tabela 12. Caracteristicas dos primers usados na amplificacdo por PCR dos genes que caracterizam 18
grupos de incompatibilidade.

Designacao Sequéncia Temperatura Tamanho do
do Primer de hibridacdo fragmento
A/C-Fwd1 5’ AGAGAACCAAAGACAAAGACC-3’ 57°C 467bp
A/C-Rev1l 5’ ACGACAAACCTGAATTGC-3 57°C 467 bp
11-F1 5'GGCACTCTGTGGAGCAAAGC-3’ 57°C 164 bp
11-R 5TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT-3 57°C 164 bp
T-F1 5CCTGTTTGTGCCTAAACCAT-3 59,1°C 742 bp
T-R1 5'GATTACACTTAGCTTTGGAC-3 59,1°C 742 bp
P-F1 5'CCAGAAACGCCGTCGAAG-3’ 59,1°C 508 bp
P-R1 5GGCGCAGCCCTGGTTAA-3’ 59,1°C 508 bp
FIC-F1 5TATCCAGGCCCGGTTAAAAG-3’ 60°C 288 bp
FIC-R1 5TCTCCTCGTCGCCAAACTAG-3 60°C 288 bp
W-F1 5GTGTGCATTCCGAGCCTTTG-3 67,6°C 346 bp
W-R1 5TGCCTAAGAACAACAAAGCCC-3’ 67,6°C 346 bp
HI1-R 5TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA-3 64°C 471 bp
HI1-F1 5 GAGCGATGGATTACTTCAGTAC-3 64°C 471 bp
Flls-F 5CTGTCGTAAGCTGATGGC-3 56°C 289 bp
Flls-R 5'CTCTGCCATAAACTTCAGC-3 56°C 289 bp
FIB-F1 5TTCAGTCAGTTAGCGGAGTTC-3 62°C 712 bp
FIB-R1 5GTCGCTTCAGGGCATTAATCG-3’ 62°C 712 bp
N-F 5 GTCTAACGAGCTTACCGAAG-3’ 58°C 560 bp
N-R 5GTTTCAACTCTGCCAAGTTC-3 58°C 560 bp
X-F1 5AACCTTAGAGGCTATTTAAG-3 52°C 369 bp
X-R1 5TGAGAGTCAATTTTTATCTC-3 52°C 369 bp
FrepB-F 5TGATCGTTTAAGGAATTTTG-3 50,5°C 270 bp
FrepB-R 5 AAGATCAGTCACACCATCC-3 50,5°C 270 bp
Y-F1 5'CAAACAACACTGTGCAGCCTG-3’ 64°C 760 bp
Y-R1 5'CGAGAATGGACGATTACAAAAC-3  64°C 760 bp
L/M-F1 5AAACTGACAGACGCTGGAT-3’ 56°C 753 bp
L/M-R1 5GGGGCGATTCTTTAGGGG-3’ 56°C 753 bp
K-F1 5TATTGCGGATCGTTATTCAGTG-3’ 58°C 202 bp
K-R 5TCTTTCACGAGCCCGCCAAA-3 58°C 202 bp
B/O-F1 5GGTGGAAAAGGGGTATATTG-3’ 58°C 212 bp
B/O-R1 5TCTGCGTTCCGCCAAGTTCG-3’ 58°C 212 bp
HI2-F1 5'GCTTTCTCCTGAGTCACCTG-3’ 67,6°C 648 bp
HI2-R1 5'GCTCACTACCGTTGTCATCCT-3 67,6°C 648 bp
FIA-F1 5'CCATGCTGGTTCTAGAGAAG-3’ 62°C 462 bp
FIA-R1 5'GTATATCCTTACTGGCTTCCG-3 62°C 462 bp
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2.6. Determinacdo da clonalidade e diversidade genética

2.6.1. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Para esta técnica utilizou-se exatamente a mesma metodologia descrita no capitulo
2.5.2., a excegdo da enzima usada, que, neste caso, foi a enzima Xbal (New England
BioLab,,c) na seguinte mistura pré-restricao: 88 ul de agua, 10 ul de tampdo NEB2, 1 pl
de BSA e 2 pl de enzima Xbal.

2.6.2. MLST

O método de MLST permitiu estudar a variabilidade genética, no tempo, de diferentes
estirpes, pois carateriza-as baseando-se nos perfis alélicos, através da técnica de
PCR e sequenciagéo de 7 housekeeping genes e comparacgéo dos resultados obtidos
com Sequéncias Tipo (ST), disponiveis em bases de dados especificas (de acordo
com a bactéria em causa). Neste trabalho, realizou-se o MLST dos isolados de K.
pneumoniae com o gene blakpec € blages, € do Unico isolado de E. coli com o gene
blacTx.m.15 para verificar se este correspondia a estirpe pandémica produtora de CTX-
M-15 (Tabela 13 e 14).

Tabela 13. Primers usados na amplificacéo por PCR e sequenciacao dos genes incluidos no MLST de K.
pneumoniae.

Designacéo Sequéncia Temperatura Gene Tamanho do
do Primer de hibridagéo fragmento
rpoB-F 5 GGCGAAATGGCGGAAAAC-3’ 55.4°C rpoB 1053 bp
rpoB-R 5TGAACGCTACACGCATGT-3’ 55.4°C rpoB 1053 bp
phoE-F 5’'GCAACACCGACTTCTTC-3 55.4°C phoE 593 bp
phoE-R 5TCAGAACTGGTAGGTCATAC-3’ 55.4°C phoE 593 bp
tonB-F 5GCTTTATACCTCGGTACATC-3 55.4°C tonB 570 bp
tonB-R 5ATCGCGCTTTTCACCTCG-3' 55.4°C tonB 570 bp
pgi-F 5'GAGAAAAACCTGCCTGTACTG-3 55.4°C pgi 741 bp
pgi-R 5'CCACGCTTTATAGCGGTTAAT-3 55.4°C pgi 741 bp
gapA-F 5TGAAATATGACTCCACTCACGG-3’ 59.6°C gapA 637 bp
gapA-R 5TTGATTTCTTCGTAGGACGCTG-3 59.6°C gapA 637 bp
mdh-F 5'CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG-3 59.6°C mdh 757 bp
mdh-R 5'CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG-3 59.6°C mdh 757 bp
infB-F 5’'CTCGCTGCTGGACTATATTCG-3 59.6°C infB 463 bp
infB-R 5CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC-3' 59.6°C infB 463 bp
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Tabela 14. Primers usados na amplificagédo por PCR e sequenciacao dos genes incluidos no MLST de E.
coli.

Designacéo Sequéncia Temperatura  Gene Tamanho do
do Primer de hibridagéo fragmento
adkF2 5’ATGCGTATCATTCTGCTTGG-3’ 60°C adk 593 bp
adkR 5'CCGTCAACTTTCGCGTATTT-3’ 60°C adk 593 bp
fumCF2 5TCCCGGCAGATAAGCTGTGG-3’ 60°C fumC 667 bp
fumCR3 5AACCAGGGCATCACAGGTC-3’ 60°C fumC 667 bp
gyrBF1 5 TGGTAGATAACGCTATCGACG-3' 60°C gyrB 767 bp
gyrBR1 5'GTCCATGTAGGCGTTCAGG-3 60°C gyrB 767 bp
icdF1 5’ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTC-3’ 60°C icd 878 bp
icdR 5GGACGCAGCAGGATCTGTT-3 60°C icd 878 bp
mdhF2 5’ATGAAAGTCGCAGTCCTCG-3 60°C mdh 780 bp
mdhR2 5GTACTGACCGTCGCCTTC-3 60°C mdh 780 bp
purAF1 5TCGGTAACGGTGTTGTGCTG-3’ 60°C purA 845 bp
purAR 5’ CATACGGTAAGCCACGCAGA-3 60°C purA 845 bp
recAF2 5TCGTCGAAATCTACGGAC-3 55.8°C recA 704 bp
recAR2 5’ACCTTTGTAGCTGTACCAC-3’ 55.8°C recA 704 bp
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3. Resultados

Considerando o0s objetivos propostos para este estudo e utilizando os métodos
fenotipicos, bioquimicos e moleculares, descritos no ponto 2., obteve-se o0s resultados,

que se passam a apresentar.

3.1. Analise da suscetibilidade aos antibioticos

3.1.1. Suscetibilidade aos carbapenemes

A pesquisa inicial da suscetibilidade aos carbapenemes de 426 isolados permitiu
detetar 22 (5,2%) que presumivelmente teriam suscetibilidade diminuida a estes
antibioticos. Portanto, foram retidos para o restante estudo, todos estes isolados, que

existiam em 9 dos 17 hospitais da amostra inicial (Figura 8).
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Fig. 8. Isolados (n=22) com suscetibilidade diminuida ao ertapeneme por espécie bacteriana e por
hospital.

3.1.2. Perfil de suscetibilidade aos antibiéticos e multirresisténcia

O teste de suscetibilidade aos antibidticos foi realizado aos 22 isolados com
suscetibilidade diminuida ao ertapeneme. A interpretacdo do TSA permitiu identificar o
perfil de suscetibilidade aos antibidticos testados, apresentado na Figura 9. Confirmou-
se que aqueles isolados apresentavam suscetibilidade diminuida aos carbapenemes,
mas destes, apenas 2 eram resistentes aos 3 carbapenemes estudados. Todos os

isolados expressam um fendtipo de suscetibilidade diminuida aos seguintes
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antibiéticos: amoxicilina, amoxicilina + &acido clavulanico, ticarcilina, cefalotina,
cefuroxima, ceftazidima, cefpodoxima, cefixima e ertapeneme. Verificou-se também

que todos os isolados séo suscetiveis a colistina e fosfomicina.

Globalmente, verificou-se que 16, dos 22 isolados, apresentavam multirresisténcia aos
antibidticos: Kpl, Kp2, Kp3, Kp4, Kp5, Kp6, Kp7, Kp8, Kp9, Kpl0, Kpll, Kpl2, Kpl3,
Kpl4, Kp15 (K. pneumoniae) e Ea6 (E. aerogenes).

Na Figura 10 esta ilustrado o perfil de suscetibilidade a 32 antibidticos, de 8 classes
diferentes, de um isolado de K. pneumoniae (Kp6) produtor de B-lactamase KPC, onde
se pode ver a sinergia do ertapeneme e da ceftazidima + &cido clavulanico com o
acido borénico (Figura 10A), bem como a sinergia do imipeneme, do aztreoname, da
cefotaxima e da cefotaxima + acido clavulanico com o &cido borénico (Figura 10B,
sinergias sugestivas de producdo de uma carbapenemase de classe A). Foi também
detetada a sinergia do imipeneme com o imipeneme + EDTA, que sugere a produgéo

de uma metalo-B-lactamase (carbapenemase de classe B).
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Fig. 9. A, Perfil de suscetibilidade de 22 isolados aos antibidticos B-lactamicos obtido no TSA. B, Perfil de suscetibilidade de 22 isolados as quinolonas, aminoglicosideos e a
antibioticos de 5 outras classes, obtido no TSA. (As abreviaturas utilizadas estdo discriminadas abaixo).

Abreviaturas (Figura 9 e 10): AN, amicacina; IMP, imipeneme; TZP, piperacilina + tazobactame; NA, &cido nalidixico; PEF, pefloxacina; FOX, cefoxitina;
CTX, cefotaxima; CCTX, cefotaxima + acido clavulanico; CRO, ceftriaxona; AMC, amoxicilina + acido clavulanico; AMX, amoxicilina; ATM, aztreoname; CF,
cefalotina; CAZ, ceftazidima; CCAZ, ceftazidima + acido clavulanico; CFM, cefixima; CIP, ciprofloxacina; CPD, cefpodoxima; CXM, cefuroxima; ERT,
ertapeneme; FT, nitrofuranos; FEP, cefepima; GEN, gentamicina; KAN, kanamicina; MEM, meropeneme; NOR, norfloxacina; PIP, piperacilina; SXT,
trimetoprim/sulfamidas; TGC, tigeciclina; TIC, ticarcilina; CS, colistina; FOS, fosfomicina.
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Fig. 10. Imagem do TSA de uma estirpe produtora de pB-lactamase KPC. A, identifica-se sinergia do
ertapeneme (ERT), do meropeneme (MEM), do CRO e CCAZ com o &cido boronico (sinergia sugestiva de
B-lactamase de classe A). B, identifica-se sinergia do imipeneme (IMP), do ATM, do CCTX e do CTX com
0 &cido boronico, assim como sinergia do imipeneme com imipeneme + EDTA (IMP EDTA) (sinergia
sugestiva de metalo-B-lactamase). (As abreviaturas utilizadas estdo mencionadas na Figura 10 e 11).

3.1.3. Confirmacéo fenotipica de mecanismos de resisténcia aos

carbapenemes

A leitura interpretativa do teste do ertapeneme (Figura 7) permitiu confirmar
fenotipicamente alguns dos mecanismos de resisténcia expressos pelos isolados

estudados e, assim, orientar a realizacdo dos testes moleculares.

Dos 22 isolados, aos quais se realizou o teste do ertapeneme, 17 ndo revelaram
sinergia deste antibiético com o acido borénico, com o EDTA e com a cloxacilina, logo
sugeria a presenca de uma ESBL, uma [3-lactamase da familia OXA-48 (Classe D) ou
um outro mecanismo de resisténcia; outros 4 isolados de K. pneumoniae (Kp2, Kp6,
Kp7 e Kp8) apresentaram sinergia com o &cido boronico, indicando a producdo de
uma carbapenemase de classe A (Figura 10A e 11), e 1 (Kp4) apresentou sinergia
com o acido borénico e a cloxacilina sugerindo a producédo de AmpC associada a um

mecanismo de impermeabilidade por perda de porinas.

No caso do isolado Kp6 (Figura 10 B), ao verificar-se a existéncia de sinergia do
imipeneme + EDTA com o imipeneme, que sugeria a producdo de metalo-B-
lactamase, este teste, utilizando o ertapeneme, ndo confirmou a presenca dessa

familia de B-lactamases de classe B, pois revelou ser um falso positivo.

47



Resultados

Fig. 11. Teste do ertapenee (isolado Kp6), detetando-se a sinergia com o acido borénico (B), indicativo de
producdo de uma B-lactamase de classe A. E, ertapeneme + EDTA; ERT, ertapeneme; B, ertapeneme +
acido borénico; C, ertapeneme + cloxacilina.

3.2. Caracterizacao de B-lactamases

3.2.1. Ponto isoelétrico

A focagem isoelétrica permitiu identificar algumas das B-lactamases expressas pelos
isolados bacterianos em estudo. Assim, foram detetadas as enzimas da familia TEM
(pl 5,4) em 15 isolados, SHV (pl 7,6 e 8,2) em 13 isolados, CTX-M (pl 8,9) em 9
isolados, KPC (pl 6,7) em 3 isolados, GES (pl 5,8) num isolado e OXA (pl 7,2) noutro
(Tabela 15). Os isolados do género Enterobacter (n=6) apresentaram pl entre 8,5 e 9,
podendo corresponder a presenca de AmpC cromossOmica, ubiquitaria nestas
espécies. Nao foi possivel classificar as B-lactamases com os pl de 7,2 e 7,8.

Por este método ser apenas qualitativo e nem sempre sensivel, foi necessario recorrer

ao método molecular PCR para confirmar a presenca dos genes que codificam estas
enzimas.
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Tabela 15. Determinagéo do ponto isoelétrico de 22 isolados bacterianos com suscetibilidade diminuida
ao ertapeneme.

Identificacéo Ponto Isoelétrico B-lactamase expressa
Kpl Klebsiella pneumoniae 5,4;7,6; 8,9 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M
Ecanl Enterobacter cancerogenus 9
Ea4 Enterobacter aerogenes 8,8
Ea2 Enterobacter aerogenes 8,5
Eclo3 Enterobacter cloacae 8,8
Eab5 Enterobacter aerogenes 8,5
Eab6 Enterobacter aerogenes - -
Ec1l Escherichia coli 5,4; 8,9 TEM-tipo, CTX-M
Kp2 Klebsiella pneumoniae 5.4;6,7,7,6 TEM-tipo, KPC-tipo, SHV-tipo
Kp12 Klebsiella pneumoniae 5,4;7,6; 8,9 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M-tipo
Kp3 Klebsiella pneumoniae 5,4; 8,9 TEM-tipo, CTX-M-tipo
Kp4 Klebsiella pneumoniae 76,78 SHV-tipo
Kp13 Klebsiella pneumoniae 5,4;7,6; 8,9 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M-tipo
Kp5 Klebsiella pneumoniae 5,4;7,6; 8,9 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M-tipo
Kp6 Klebsiella pneumoniae 5.4;6,7;7,6 TEM-tipo, KPC-tipo, SHV-tipo
Kp10 Klebsiella pneumoniae 5,4;7,6; 8,9 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M-tipo
Kp7 Klebsiella pneumoniae 5,4;5,8;7,6; 8,2 TEM-tipo, GES-tipo, SHV-tipo
Kpll Klebsiella pneumoniae 5,4;7,6; 8,9 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M-tipo
Kpl4 Klebsiella pneumoniae 5,4;7,6; 8,9 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M-tipo
Kp15 Klebsiella pneumoniae 54,76 TEM-tipo, SHV-tipo, CTX-M-tipo
Kp8 Klebsiella pneumoniae 5.4;6,7;7,6 TEM-tipo, KPC-tipo, SHV-tipo
Kp9 Klebsiella pneumoniae 54;7,2;74,;8,9 TEM-tipo, OXA-tipo,CTX-M-tipo,

SHV-tipo

3.2.2. Perfil genotipico: genes bla

Este teste molecular permitiu confirmar a expressdo fenotipica e bioquimica das B-
lactamases, anteriormente referida. Através do método de PCR foi, assim, possivel
identificar os perfis genotipicos dos 22 isolados estudados, relativamente a diversas

familias dos genes bla.

No que corresponde as B-lactamases de classe A, foram detetados os genes blargy,
blashy € blactx.m em 15, 14 e 11 isolados, respetivamente, o gene blakec em 3 isolados
e 0 gene blages hum isolado. O gene blasyy estava presente em todos os isolados de
K. pneumoniae, correspondendo aos pl 7,6 identificados na focagem isoelétrica

(Tabela 15), justificado pelo facto de ser uma B-lactamase ubiquitaria desta espécie.

Os resultados obtidos por PCR para o0 gene blargy confirmam os resultados da
focagem isoelétrica. No entanto, o gene blacrx.y, foi identificado no isolado (Kp15), ndo

tendo sido detetada a enzima CTX-M, pelo método bioquimico, com o pl carateristico
(pl 8,9).
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Foi também confirmada, por PCR, a presenca dos genes que codificam as enzimas

GES e KPC, correspondendo, respetivamente, aos pl 5,8 e 6,7.

No que respeita as [-lactamases de classe B (metalo-B-lactamases), foram
pesquisados os genes blayy, blayp e blaypw, Ndo tendo sido detetados nos isolados
em estudo, confirmando os testes fenotipicos.

Os genes ampC, que codificam B-lactamases de classe C, foram também pesquisados
nos 22 isolados, tendo-se obtido um resultado positivo, ou seja, a presenca do gene
blawir-ipo, NO isolado de E. cloacae (Eclo3), B-lactamase ubiquitaria nesta espécie. Nao

se detetou a presenca de genes PMAB em nenhum isolado.

O gene blaoxa-1-ipo, Pertencente as B-lactamases de classe D, foi detetado em 9
amostras, das quais, 8 nao foram identificadas pela focagem isoelétrica, isto €, ndo se
detetou um pl correspondente (pl 7,4). Foi também pesquisada a enzima OXA-48, por
ser uma B-lactamase em grande expansdo no mundo inteiro, no entanto, nenhum

isolado possuia 0 gene que codifica essa 3-lactamase.

Apos detecdo por PCR, a sequenciagdo permitiu especificar quais 0s genes expressos
nos 22 isolados (Tabela 16). No que diz respeito aos genes da familia blakpc, foi
identificado o gene blaxpczs em 3 isolados (Kp2, Kp6 e Kp8), na familia dos genes
blages, identificou-se 0 gene blagess (Kp7). Na familia dos genes blargy foram

identificados os genes blargy.1a (N=4) e blatgy.1p (N=10).

Foram também identificados os genes parentais blasyy.: (N=5), blasyy.11 (N=6), blasny.z.

(n=1), blagnyv-36 (N=1) e 0 gene blagsp, blasyv.12 (N=1).

No que respeita a familia de genes blacrx.v, foram identificados 8 isolados com o gene

blactx-m-1s-
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Tabela 16. Genotipo correspondente as -lactamases de 22 isolados com suscetibilidade diminuida ao
ertapeneme

Geno6tipo?® Ne Isolados (n=22)

blaMIR»tipo

blashy-1 + blaoxa-1

blactx-m-15 + blatem-1a

blacrx-m-15 + blatem-1o

blarem-1a + blashv-11 + blakpc-3

blarem-1a + blashv-zs + blakpc-3

blacrx-m-15 + blatem-1p + blasmv-1

blarem-1a + blashv-12 + blaspv-1+ blagess
blacrx-m-15 + blatem-1b + blasnv-1 + blaoxa-1
blactx-m-1s + blarem-ap + blaspyv-11 + blaoxa-1
blacrx-m-15 + blatem-1b + blasuv-z2 + blaoxa-1
ND?2

aN4ao foi detetado nenhum gene.

GORPDMORRPREPNRPRERR

3.3. Porinas

3.3.1. Perfil de OMPs por SDS-PAGE

Na Figura 12 apresenta-se o perfil das OMPs dos 22 isolados em estudo, apds
separacdo por SDS-PAGE. Como se pode verificar, os isolados de K. pneumoniae
(Fig. 12 A e B) ou possuem a banda OmpK36 correspondente a OmpK36 da estirpe de
referéncia K. pneumoniae (wild-type), embora numa posicdo diferente (ex.: Kp2), ou
ndo possuem essa banda (ex.: Kp4, Kp7, Kp9, Kpl2 Kpl4 e Kpl5). Nos perfis das
OMPs dos isolados de Enterobacter spp. (Fig.12 C) podemos verificar que as bandas,
correspondentes as porinas OmpC (E. cancerogenus) e Omp36 (E. aerogenes),
destes isolados, em relagdo a estirpe de referéncia (wild-type), se encontravam numa
posicao diferente, localizando-se um pouco acima (Ecanl, Ea2, Ea4, Ea5 e Eab). Para
o isolado Eclo3 é possivel observar duas bandas, aparentemente (fraca visibilidade da
banda no gel), na mesma posicao da estirpe referéncia. No que diz respeito ao isolado

Ecl, este possui a banda correspondente a porina OmpC um pouco mais acima,

qguando comparada com a estirpe de referéncia (wild-type).
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Fig. 12. Perfis de OMPs dos isolados (A e B) de K. pneumoniae (Kp1-Kp15) e (C) de E. coli (Ecl) e
Enterobacter spp. Ecanl, isolado de E. cancerogenus; Eclo3, E. cloacae; Ea2, Ea4, Ea5 e Ea®, E.
aerogenes. A: 1, marcador de peso molecular; 2, 3, estirpe de referéncia para K. pneumoniae (wild-type); 4,
Kpl; 5, Kp2; 6, Kpl12; 7, Kp3; 8, Kp4; 9, Kp13; 10,Kp5. B: 1, marcador de peso molecular; 2, estirpe de
referéncia para K. pneumoniae (wild-type); 3, Kp5 (*); 5, Kp6; 6, Kp10; 7, Kp7; 8, Kp11; 9, Kp14; 10, Kpl5;
11, Kp8; 12, Kp9. C: 1, marcador de peso molecular; 2, 3, estirpe referéncia (wild-type) para E. coli; 4, Ec1;
5, estirpe referéncia para Enterobacter spp (wild-type); 6, Ecanl; 7, Ea4; 8 Ea2; 9, Eclo3; 10, Ea5; 11, Eas6;
12, Ecl. (*) Perfil em duplicado na imagem A pog¢o 10 e imagem B poco 3. (**) Perfil do poco 4 e 12em
duplicado na imagem C. (a) banda pouco visivel na fotografia; (b) OmpF homéloga de Omp35; (c) OmpC
homéloga de Omp36.
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3.3.2. Perfil Genotipico: genes omp

Foram pesquisados por PCR 0s genes que codificam as porinas de membrana externa
OmpK35, OmpK36 e OmpK37 em K. pneumoniae, OmpF e OmpC em E. coli, E.
cancerogenus e E. cloacae, e Omp35 e Omp36 em E. aerogenes. Nao foi detetado
nenhum gene no isolado Eclo 3, pertencente a espécie E. cloacae, enquanto que em 2
isolados do género Enterobacter, Ecanl e Ea2, foram detetados apenas o0s genes que
codificam as porinas OmpF (E. cancerogenus) e Omp35 (E. aerogenes).Num isolado
foram detetados os genes que codificam as porinas OmpF e OmpC (Ecl), e em Ea4,
Ea5 e Eab6 foram detetados os genes das Omp35 e Omp36. Em todos os isolados de
K. pneumoniae foram detetados os genes que codificam as 3 porinas, OmpK35,
OmpK36 e OmpK37 (Tabela 17)

Tabela 17. Gen6tipo correspondente aos genes que codificam as porinas OmpK35, OmpF, Omp35,
OmpK36, OmpC, Omp36 e Ompk37.

Genotipo N° Isolados (n=22) Espécie

OmpF 1 E. cancerogenus
Omp35 1 E. aerogenes
OmpF + OmpC 1 E. coli

Omp35 + Omp36 3 E. aerogenes
OmpK35 + OmpK36 + OmpK37 15 K. pneumoniae
ND? 1 E. cloacae

a2 ND, néo foi detetado nenhum gene que codifica as porinas OmpC e OmpF.

3.3.3. Identificagcdo dos genes omp por sequencia¢cdo nucleotidica

As sequéncias nucleotidicas obtidas para o gene ompk35, codificando a proteina
OmpK35 dos isolados de K. pneumoniae foram analisadas através do alinhamento
com a sequéncia nucleotidica da estirpe de referéncia (wild-type) KT755 (GenBank
accession n° AJ011501). A sequéncia aminoacidica, respetiva, levou a
identificacdo de um codao stop no aminoacido Trp229 da OmpK35 da estirpe Kp1,
situado numa zona periplasmética daquela porina, e no aminoacido Glu255 da

OmpK35 do isolado Kp3 situado na zona do loop L6 (Tabela 18 e 19; Anexo I).
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Tabela 18. Alteracdes identificadas na sequéncia aminoacidica da porina OmpK35 de isolados de K.
pneumoniae.

a * * * * x

wl ol ~| o] o] & dl &l m | | b

Id. NEW EYEEYY BN EY ol w W] vl w

toN] ISV IRV IRV IRV N Nl N 8|8

WT D| K A E A w N|MT P E

Kpl D| K A E A STOP N|MT P E
Kp3 DK |A |E [A |W N |M|T | P | STOP

Kp(*) DK |A |E [A |W N[MT|P |E

WT, wild-type (Accession n°® AJ011501), com numeragdo aminoacidica desde o cod&o de iniciagdo (Met) Anexo |.
STOP, Codéo stop; (*), aminoacidos localizados na zona do Loop L6; (**) Isolados de K. pneumoniae sem alteragoes

aminoacidicas na OmpK35 (Sequéncia igual a estirpe wild-type):Kp2, Kp4 a Kp15.

Na Tabela 19 e 20 (Anexo 1) estdo apresentadas as substituicdes aminoacidicas e
dele¢bes encontradas na porina OmpK37 dos isolados de K. pneumoniae
utilizando a estirpe KpSD8 (GenBank accession n°® AJ011502) como referéncia. Ai
se pbde identificar a existéncia de uma mutacdo no loop L3 da OmpK37 dos
isolados Kpl0 e Kpl4 (Valll8Ala), no loop L5 dos isolados Kpl2 e Kpl5
(Ser210Phe). Além destas substituicdes, existem outras nos aminoacidos
Alal8Cys, Alal9Agr, His20Ala, Ala21Cys, Ala22Gly e Glu23Gly, sendo as duas
dltimas ja na proteina madura e Gly230Asn, bem como GIn233Met, na cadeia B
desta porina. A estas acrescem substituicbes nos aminoacidos do loop L5
(Glu239GiIn), Arg240Thr, Tyr241Asn, Lys243Arg), em 10 (Asp248Glu) e no loop
L6 (Ser278Asn). Detetaram-se ainda dele¢Bes nos aminoacidos His234, Tyr235,
Thr236 e His237, situados no loop L5 (Kpl, Kp2, Kp3, Kp4, Kp8, Kp9, Kpl0 e
Kpl4) e nos aminoacidos Thr279, Ser280, Ser281, Thr282, Asn283, Gly284,
situados na porcao B-12 (Kpl, Kp2, Kp3, Kp4, Kp8, Kp9, Kp10 e Kpl4).

Na Tabela 19 e 21 (Anexo lll) encontram-se as mutagbes na sequéncia
aminoacidica da porina OmpK36 dos isolados de K. pneumoniae, utilizando como
referéncia a estirpe Kp MGH 78578 (GenBank accession n® ABR78053). Destaca-
se a insercdo, nas OmpK36 dos isolados Kpl dos aminoacidos Glu, Ser, Asp, Ser,
lle, Ser e Gly entre as posi¢cdes Glu273 e Pro274, situados no loop L6, e a insergédo
dos amino&cidos Phe, Thr, Gly, Val e Asn entre as posi¢cdes Gly309 e Tyr310,
situados no loop L7, bem como a insercao do aminoacido Arg (em Kp4) entre as
posicbes Glu308 e Gly309. Foi também identificado um codao stop na sequéncia
aminoacidica da OmpK36 dos seguintes isolados: Kp2, na posigdo Ala285 (3-12),
Kp9, na posicao Trp94 (loop L2), Kp12, na posicao Leu32 (B1) e Kp15, na posig¢ao
Trpl25 (loop L3).
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Tabela 19. Interpretacéo das alteracdes ao nivel dos genes que codificam OMPs e respetivas
substituicdes aminoacidicas.

a Gen6tipo®
3
2 ompK35 ompK36 ompK37
Kpl 310: codao stop loop L4: 3S + delegéo 1 aa; B8 e B9: 1S; loop L5: loop L5: delegdo de 4 aa + 6 S; loopL6: delegcao
4S + delecdo 1 aa; loop L6: insercdo 7 aa + 4S; de6aa+3S
loop L7: 2S
Kp2 Sem mutacdes B 12: codéo stop loop L5: delecédo de 4 aa + 6 S; loop L6:
delecdode 6aa+3S
Kp3 Loop L6: codéo stop loop L4: 1S; B13: 1S; loop L8: 1S loop L5: dele¢cédo de 4 aa + 6 S; loopL6:
delecdode6aa+3S
Kp4 Sem mutagdes loop L4: 4S + 3 delegbes; B$8: 1S; T5: 1S; 9: 1S; loop L5: delegdo de 4 aa + 6 S; loop L6:
loop L5: 5S; B11: 1S delecdode 6aa+3S
Kp5 Sem mutacdes loop L8: 1S Sem mutacdes
Kp6 Sem mutacdes loop L2 *; loop L4: 1S; Sem mutagdes
Kp7 Sem mutacdes B 7: mutada L8: 1S
Kp8 Sem mutacdes Sem mutacdes loop L5: delecdo de 4 aa + 6 S; loop L6:
delecdode 6aa+3S
Kp9 Sem mutacdes L2: codéo stop; loop L6: 1S; loop L7: 1S; loop L8: loop L5: delegdo de 4 aa + 6 S; loop L6:
3S delecdode 6aa+3S
Kp10 Sem mutacdes B 2: 1S; loop L4: 1S; loop L8: 1S loop L3. 1S; loop L5: delecdo de 4 aa + 6 S;
loop L6: delecdo de 6aa +3 S
Kpll Sem mutacdes loop L4: 1S; loop L8: 1S Sem mutagdes
Kp12 Sem mutagdes B 1: codao stop; loop L4: 2S + 1 delegéo; B8 e 9: P 8: 1S
1S; loop L5: 4S + delecéo 1 aa; loop L6: insercao
7 aa +4S;loop L7: 2S
Kp13 Sem mutagdes loop L8: 1S Sem mutag¢des
Kpl4 Sem mutagdes loop L8: 1S loop L3. 1S; loopL5: delecao de 4 aa + 6 S; loop
L6: delecdode 6aa+3 S
Kp15 Sem mutagdes loop L3: coddo stop; loop L4: 2S + 1 delegdo; B8e B 8:1S
B9: 1S; loop L5: 4S + delecdo 1 aa; loop L6:
inser¢do 7 aa + 4S; loop L7: 2S
Isolado OmpF OmpC
Ec1l loop L1:1S; loop L5: B 1: 1S; loop L1: 2S; loop L3: 1S; loop L4: 5S + delegdo de 4aa; 3 9: 2S; loop L5: 2S + insergdo de
3S; loop L7 1S; B15: 6aa; B13: 1S; loop L7: inser¢édo de 4aa + 1S; B15: 2S
4S; loop L8: 6S
Ecanl Sem mutacdes Né&o foi possivel amplificar
Eclo3 Nao foi possivel Nao foi possivel amplificar
amplificar
Isolado Omp35 Omp36
Ea2 Sem mutacdes Na&o foi possivel amplificar
Ea4 Sem mutagdes loop L4: 1S; loop L5: 1S + insercéo 1 aa
Eab5 Sem mutacdes B 2: 1S; loop L4: 1S; loop L5: 1S + inser¢do 1 aa
Eab6 Sem mutagdes Sem mutacdes

(*): sequéncia obtida a partir do loop L2; S: substituicdo aminoacidica.
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Tabela 20. AlteracOes e delecdes identificadas na sequéncia aminoacidica da porina OmpK37 de isolados de K. pneumoniae.

w|=|=|=|a|a|alalalalels|ala|qlalela|elelalde |a|e|a|z]8|k
WT AlJA|JH|A|JA|JE|V]|]S|G|Q|H]Y]|T]|H E|IR]Y|K]|D]|]S]|T|] S S| T|IN]|]G]|G |
Kpl N | M Q| T|INJ]JR|E]|N DIV
Kp2 N | M - - - - Q| T|IN|JRJ|E]|N D|V
Kp3 CIR|J]A|]C]|G]|G N | M - - - - Q| T|IN|JRJ|E]|N D|V
Kd | C|R|JA|C]|G|G N | M - - - - Q| T|INJ]JR|E]|N D|V
Kp5

Kp6 CIR|J]A|]C]|G]|G

Kp7

Kp8 N | M - - - - Q| T|IN|JR|E]|N|. . . . . . D|V
Kp9 CIR|J]A|]C]|G]|G N | M - - - - Q| T|IN|JR|E]|N|. . . . . . D|V
Kpl10 A|lC|G|G]|A N | M - - - - Q| T|INJR|E]|N]. B . B . B D|V
Kpll

Kp12 F

Kp13

K4 | C|R|A]|JC|G|G|A N | M - - - - Q| T|IN|JRJ|E]|N|- . . . . . D|V
Kpls | C | R|A|JC |G| G F

WT, wild-type (Accession n® AJ011502), com numeragdo aminoacidica desde o codao de iniciacao (Met) (Anexo ll) ; - Dele¢do aminoéacidos; d, Dele¢do aminoacidos.
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Tabela 21. Alteracdes, insercdes e dele¢fes identificadas na sequéncia aminoacidica da porina OmpK36 de isolados de K. pneumoniae.

a

Id. [Te] | o V] | v © ol ™ < — o — T} ©o| ~ ol < o ™ < © o)} o - o~ ™) of | | ~| © o) | | 9 o
o o < I o ~ © oo oo o o o o o < N N N RN ol » ol » ] Ire] © ~ ~ o~ IN ~ o oo o 9 e o 9 & <
0 b o — - - A = = — = - « ~ N N N N N N I3\ [\ ~ o~ o o + o f N @ @f + o + o o o ®

WT LIVIW |W]|L]|P A LIS|P Tl A L Y Y N L G| D S| K LA L T A G S|L G N|{A|R|JL]E G I | D|S|R

Kpl \% T - G F H N R D K F S G| H +; | L|D

Kp2

Kp3 \Y C H

Kp4 \ -1 - - G|W [S F W | H T D| E \% P S +;

Kp5 H

Kp6 Y,

Kp7 a

Kp8

Kp9

Kp10 L \Y H

Kpll Vv T

Kp12 V

Kp13 Y,

Kpl4 Y; H

Kp15 RI D

WT, wild-type (Accession n°® ABR 78053), com numeragdo aminoacidica desde o codao de iniciagdo (Met) (Anexo lll); *, codao stop; a, Alteragdo no quadro de leitura a partir deste aminoacido;
-, Delegdo do aminoacido; +;, Insercéo dos aminoéacidos Glu, Ser, Asp, Ser, lle, Ser, Gly; +,, inser¢do do aminoacido Arg; +s, inser¢do do aminoacido Asn; +4, insercdo dos aminoacidos Phe,

Thr, Gly, Val, Asn. A cinzento: zonas a cinzento, correspondem a sequéncias aminoacidicas deduzidas da sequéncia nucleotidica, embora apés o coddo stop, assinalado

)
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De referir que, apesar da existéncia destes coddes, que implicam a paragem da
sintese da proteina (a partir desse aminoécido), a sequéncia nucleotidica da
porcdo de aminoacidos ndo codificada foi obtida; esta deixa prever, em
determinados OmpK36, (Kp9, Kp12 e Kp15), uma sequéncia em aminoécidos com
substituicbes aminoacidicas (como em Kpl e Kp4:Thrl92Gly, entre outros),
insercdes (como em Kp1l) e delegbes (como em Kpl e Kp4) (Tabela 21).

Foi ainda possivel identificar a dele¢cdo dos aminoacidos Leul84, Ser185 e Pro 186
no isolado Kp4. A delecdo do aminoacido Leul84 encontra-se também no isolado
Kpl. O isolado Kp7 apresenta uma alteracdo no quadro de leitura a partir do

aminoacido Leu165, situado na zona da cadeia [37.

Destaca-se também a alteracdo aminoacidica Pro178Val nos isolados Kpl, Kp3,
Kp4, Kp6, Kpl0, Kpll, Kpl3 e Kpl4, a alteragdo Tyr210Trp (Kp4), Thr258Ser
(Kp4), Arg294Cys (Kp3), Leu307lle (Kpl), lle315Leu (Kpl), Asp344Glu (Kpl) e
Arg349His (Kp3, Kp5, Kpl0, Kpl3 e Kpl4). Outras mutacdes existem entre o
aminoacido Alal83 e Leu272 na OmpK36 de Kpl e entre 0 aminoécido Thr192 e
Leu232 em Kp4 (Tabela 21).

Na sequéncia aminoacidica de OmpC do isolado de E. coli (Ecl), utilizou-se como
referéncia a estirpe de E. coli K12 MG 1655 (GenBank accession n°® U00096.3), e
observaram-se substituicdes aminoacidicas, dele¢des e inser¢des (Tabela 19 e 22;
Anexo 1V). Pode-se distinguir a dele¢do do aminoacido Gly180, Phel81, Thrl82 e
Ser183 (loop L4) e a insercdo dos aminoacidos Asn, Phe, Gly, Leu, Asn e Gly entre
GIn228 e Asn229 (loop L5), e dos aminoacidos Gly, Val, lle e Asn entre Leu306 e
Gly307 (loop L7). Sete substituicbes aminoacidicas foram identificadas ja na
proteina madura, entre o aminoacido Lys37 e Serl78, seis entre 0 aminoacido
Asn228 e Leu296, uma no aminoacido Gly309, no aminoacido Asp336 e no
aminoacido Tyr337. Da posicédo 11e339 a Thr348 houve mutacdo em todos os
aminoacidos que se situam no loop L8. Das diferentes substituicdes aminoacidicas

destaca-se Gly137Asp pois situa-se no loop L3.

No que respeita & sequéncia aminoacidica da porina OmpF (Tabela 19 e 23; Anexo
V), distingue-se a mutacdo Asn51Asp (loop L1); Ala223Glu, GIn224Ser e
Asn228Lys (loop L5); Glu305Asp (loop L7). De Asp 33 a Asp342 houve mutagdes

em todos os aminodacidos que se situam no fim da por¢ao 15 e inicio do loop L8.

Para o isolado de E. cancerogenus (Ecanl) foi apenas detetado o gene que

codifica a porina OmpF, ndo revelando muta¢gdes na sequéncia nucleotidica obtida,
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quando comparada com a estirpe referéncia ATCC 35316 (GenBank Accession n°
GG704863.1.)

No isolado de E. cloacae (Eclo3) ndo foram detetados os genes que codificam as

porinas OmpF e OmpC.

Os isolados Ea4, Ea5 e Eab6, pertencentes a espécie E. aerogenes, apresentaram
resultados positivos para os genes que codificam as porinas Omp35 e Omp36; no
entanto, ndo foi possivel obter amplificagcdo por PCR para a porina Omp36 do
isolado Ea2. Quando se comparou a sequéncia aminoacidica da estirpe referéncia
KCTC 2190 (GenBank Accession n° CP002824.1), com as sequéncias, respetivas,
dos isolados nédo foram detetadas mutagcbes na Omp35, tendo, no entanto, sido
detetadas na Omp36 (Tabela 19 e 24; Anexo VI). O isolado Ea6 ndo apresentou
qualquer mutacdo na Omp36.

A sequéncia aminoacidica da Omp36 de Ea4 apresenta substituicdes do residuo
Aspl189Gly, Phel90Tyr (loop L4). Existem varias mutacdes no loop L5 de
Asn227Ser a Gly240Arg. No entanto, entre Asn227 e Ser228, existe a insercéo de
um residuo valina. Em relacao ao isolado Ea5 apresenta, a substituicao lle59Val e
as mesmas substituicbes que Omp36 do isolado Ea4, no aminoacido 189 e do

aminoacido 227 ao 240 bem como a mesma insergéo.

Os resultados do fenétipo e gendtipo das OMPs dos 22 isolados em estudo, que
acabamos de detalhar, encontram-se resumidos na Tabela 25. Ai se resume
também o perfil de suscetibilidade aos antibidticos testados, bem como os
mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos, por producdo de B-
lactamases, e de resisténcia as quinolonas mediada por plasmideos, que

passamos a falar de seguida (alinea 3.2.3).
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Tabela 22. Alteracdes, insercdes e dele¢des identificadas na sequéncia aminoacidica da porina OmpC de isolados de E. coli

Resultados

Aa
-)lt\tol\wr!t\l(')<§c\§(d§(l\++++++CDO‘CFO’LCLO"-+++l\®LOI\OUOHNO')ﬁ‘LOLDI\CO
~Nl ol g o | N~ =] O | O] o O 1 9 § N Nl 1 1 1 O © olo|l o]l o]l o | S| S| S S S| S T T
Id. m| < g A A A A A A 9] 4 7 9 4 « N | N NN NN N N ™M D O] O] O] O] O O O MO O O O O M
WT | K|D|V[GIN|P|S|G|F|T]|S|VDdti]AQ N |TlA[A] 1] L]L GG DY |l [N|JL|L|D|D|N|Q|F]|T
Ect [E[s [E[D]s|vVv|[D]-]-T-]-[MdAV[po[N[FFL[N[G]Y [G[E[R[L][V[L [cVv ]I [N]JG|N]T [T [s|[T[c|w|[T[T][T[A]S]P

Tabela 23. Alteracdes, insercdes e dele¢des identificadas na sequéncia aminoacidica da porina OmpF de isolados de E. coli.

a
%) < Joe) o) ™ < 7o) © ~ © o) =) o o
I H N N N o ™ ) ™ %) ™ ) %) <5 < <
o « I « ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™
WT | N A Q N E D Y | | N Q | D S D
Ecl | D E S K D T T S S T R S | R Q

WT, wild-type (Accession n°® U00096.3), numeragdo aminoacidica desde o codao de iniciagcao (Met) (Anexo V)

Tabela 24. Inser¢@es identificadas na sequéncia aminoacidica da porina Omp36 de isolados de isolados de E. aerogenes.

a

ol ol ~ olol gl s|wvwlnn] o]l ol o

Id. (2] [o0) (o] N N ™ (s2] [22] (8] ™ ™ ™ (8] ™ <
o A 9| N + N[l d|d || NN d ] NN N

WT | D F N S F \Y S K T D G R Y G
Ea4 G|Y S \ N R Y T D S N \Y S R R
Ea5 \Y G S \% N R Y L D S N \% S R R

Ea6
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WT, wild-type (Accession n°® U00096.3), com numeracédo aminoacidica desde o codéao de iniciagdo (Met) (Anexo IV);*, loop L3; -, delecdo de aminoacido; +, inser¢do de um aminoacido.

WT, wild-type (Accession n°® CP002824.1), numeragéo aminoacidica desde o codéo de iniciacéo (Met) (Anexo VI); + insercdo de um aminoacido. Ea6, ndo revela qualquer alteragcéo aminoacidica.
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Tabela 25. Perfil de suscetibilidade aos antibidticos, em 22 isolados, e respetivos mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos (produgéo de B-lactamases e
alteracéo de porinas) e quinolonas (determinantes PMQR).

Perfil de suscetibilidade diminuida a:

Porinas (OMPs)

S Fenétipo® Genétipo” E
s B-lactamases PMQR 2
2 Carb. Q Outros 8 8 ) © ~ o
g ¢ « e 2 < L
£ E £ g g g
O O (@) S S s}
Kpi ENM N, O R% IF P: F: V: C2G; C3G: + o+ + STOP I+D+M D+M CTX-M-15/SHV-1/TEM-1b QnrB1 B
Z,G;S;U A
Kp2 ER: M N?, OF RR, IR P:F: V: H: C3G: A; Z; + o<+ SM STOP D+M KPC-3/SHV-11/TEM-12 Aac(6')-Ib D
K;G; S;U
Kp3 ER:M' N®, OF RR, IR P: F; V; C2G: C3G:; + o+ o+ STOP  3M D+M CTX-M-15/TEM-1a Aac(6')-Ib/OgxAB H
AZ K; S; U
Kp4  ER N?, OF R, IR P: F; V; C2G: CRG: + + SM I+D+M D+M SHV-1/0XA-1 Aac(6')-Ib H
Z;K;S; U
Kp5 E' RR IR P: F; V; C2G: C3G; + o+ + SM M SM TEM-1b/SHV-1/CTX-M-15/0XA- Aac(6')-1b-cr/QnrB1 0
A; ZK;G; S 1
Kpe  ERIR; RR P: F; V; C2G: C3G:; + + SM M 6M KPC-3/SHV-36/TEM-1a OqxAB/Aac(6’)-1b L
MR A; Z, K; G; S
Kp7 ER:IR N?, OF RR, IR P: F; V: C2G: C3G: + + SM Disf SM GES-5/SHV-12/SHV-1/TEM-1a OqxAB/Aac(6’)-Ib I
MR A; Z, K; G; J; S; U
Kp8  ER I M NF, OF, RR, IR P: F; V: C2G: C3G: + o+ o+ SM SM D +M KPC-3/SHV-11/TEM-12 Aac(6')-Ib D
A; Z; K; G; S;U
Kp9 ER: M N, O, R} I} P: F; V; C2G: C3G: + + SM STOP D +M OXA-1/CTX-M-15/SHV-32/TEM- Aac(6')-Ib-cr/QnrB1 G
A; Z; K; G; S;U 1b
Kp10 FE' NR, OF, RR I} P:F; V; H; C3G; A; + o+ o+ SM 3M D +M OXA-1/CTX-M-15/SHV-1/TEM- OqxAB/Aac(6')-b-cr A
Z,K;G; S 1b
Kpili E' NR, O RR IR P: F: V: H: C3G: A; + 4+ + SM 2M SM OXA-1/CTX-M-15/SHV-11/TEM- QnrB1/0gxAB H
Z:K;G;S 1b IAac(6’)-1b-cr
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Tabela 25 (continuacg&o). Perfil de suscetibilidade aos antibiéticos, em 22 isolados, e respetivos mecanismos de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos (produgéo de B-
lactamases e alteracéo de porinas) e quinolonas (determinantes PMQR).

Kpl2 E° N%, O, RY, IF / P: F; V; C2G: C3G; + + SM STOP M OXA-1/CTX-M-15/SHV-11/TEM- Aac(6')-Ib-cr R
A Z K;G; S; U 1b
Kp13 ER NR OR RR IR R P: F: V: C2G: C3G:; + o+ + SM 2M SM OXA-1/CTX-M-15/SHV-11/TEM- QnrB1/0OgxAB/ H
A Z: K, G;S; U 1b Aac(6')-Ib-cr
Kp14 ER NR, OF RR, IR S P: F; V; C2G; C3G; + + SM 2M D+M OXA-1/CTX-M-15/SHV-1/TEM- Aac(6’)-1b-cr/OgxAB D
A Z K;G; S; U 1b
Kp15 ER; NR, O RR, IR / P: F: V: C2G: C3G; + + SM STOP M OXA-1/CTX-M-15~/SHV- Aac(6’)-b-cr/QnrB1 D
A Z: K:G; S; U 11/TEM-1b
o w 18 .
-cc_é Carb. Q C Lé Lé— é g- g— / B-lactamases PMQR %
2 6 6 O o) o) ™
Ecl E° NY, OF, R, I X: T: L F; C2G: + 4>+ M D+M / TEM-1b/CTX-M-15 - D
C3G;A; Z
Ecanl E} P; F; V; C2G; C3G; Z + 4>+ SM - / - - H
Eclo3 E" P; F; V; C2G; C3G; Z + o+ o+ - - / ACT - H
S [T} © 0 © .
3 Carb. Q 2 2 S 2 2 / B-lactamases PMQR &
<) E £ E £ 1S o
2 © o © ) o T
Ea2 FE P; F; V; C2G; C3G; Z +> o+ sMo - / - - H
Ea4 E P; F; V; C2G; C3G; Z >+ SM / - Aac(B')-Ib-cr H
Ea5  E| P; F; V; C2G; C3G; + o> 4 SM I+M / - - H
Z; U
Ea6  E° R /' X TFV;C2G;C3G  + + +  SM  SM ! - Aac(8’)-lb-cr H
W*%); U

2, obtido por SDS-PAGE, sendo detetada a OmpA, OmpK35, OmpK36, OmpC, OmpF, Omp35 e Omp36, a OmpK37 néo ¢ detetada;

® obtido por PCR e sequenciacio: detecdo de Omp35, Omp36, OmpC, OmpF, OmpK35, OmpK36 e OmpK37. As mutacdes, delecdes e insercdes estdo especificadas nas Tabelas 18, 19, 20, 21,
22,23 e 24.

Stop, Codao stop; M, Mutagao; |, Insercéo; D, Delegdo; S, suscetivel; R, resistente; |, intermédio; /, ndo realizado; -, ndo detetado; +, detetada; +>, banda com tamanho molecular superior & banda
da estirpe referéncia; +<, banda com tamanho inferior a banda da estirpe referéncia; SM, sem mutacdes; Disf., alteragdo no quadro de leitura; A, cefepime; B, cefpodoxima; C, cloranfenicol; Carb.,
carbapenemes; C2G, cefalosporinas de 22 geracéo; C3G, cefalosporinas de 32 geragéo; D, acido nalidixico; E, ertapeneme; F, cefalotina; G, gentamicina; H, cefuroxima; I, imipeneme; J, amicacina;
K, kanamicina; L, piperacilina; M, meropeneme; N, ciprofloxacina; O, pefloxacina; P, penicilinas; Q, quinolonas; R, norfloxacina; S, trimetoprim; T, Ticarcilina; U, nitrofuranos; V, amoxicilina+ acido
clavulanico; W, cefotaxima; X, amoxicilina; Z, aztreoname. Kp1-Kp15, K. pneumoniae; Ec1, E. coli; Ecanl, E. cancerogenus; Ea2-Ea6, E. aerogenes; Eclo3, E. cloacae.
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3.4. Mecanismos de resisténcia as quinolonas mediados por

plasmideos

Efetuou-se a detecdo e identificacdo de mecanismos de resisténcia as quinolonas
mediados por plasmideos (PMQR) por métodos moleculares. Para a bomba de efluxo

OQgxAB, relacionou-se com a suscetibilidade ao cloranfenicol.

3.4.1. Suscetibilidade ao cloranfenicol e as quinolonas

O teste de suscetibilidade ao cloranfenicol foi realizado apenas nos isolados que
expressavam a bomba de efluxo OgxAB, de modo a compreender se este mecanismo
de resisténcia afetava a suscetibilidade aquele antibidtico. Dos 7 isolados com OgqxAB,
5 eram resistentes ao cloranfenicol (Kp6, Kp7 Kp10, Kpll e Kpl3) e 2 (Kp3 e Kp14)
eram suscetiveis (Tabela 25). No que respeita ao acido nalidixico (quinolonas) e as
fluoroquinolonas ensaiadas, pode observar-se que, dos 22 isolados, 10 eram
resistentes as 4 quinolonas/fluoroquinolonas estudadas (isolados de K. pneumoniae) e
5 (Enterobacter spp.) eram suscetiveis aos mesmos antibioticos.

3.4.2. Isolados PMQR positivos

Para a andlise molecular da resisténcia as quinolonas/fluoroquinolonas foram
pesquisados os genes gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, aac(6’)-Ib, gepA, bem como o
operdo OgxAB. Assim, foi detetado o gene gnrB em 6 isolados, o gene aac(6’)-lb em
16 e o operéo ogxAB em 7 (Tabela 25).

Foram sequenciados todos os genes amplificados por PCR: ogxAB, aac(6’)-Ib e gnrB.
Dos 16 genes aac(6)-lb encontrados nos isolados em estudo, 10 pertenciam a
variante aac(6’)-1b-cr (Kp5, Kp9, Kp10, Kpl1l, Kpl2, Kpl3, Kpl4, Kpl5, Ea4 e Eab),
identificados pela substituicdo de uma base nas posi¢cdes T304C e G535T (Figura 13).
A sequenciagdo dos genes gnrB permitiu identificar a variante qnrB-1 (Kpl1, Kp5, Kp9,
Kpll, Kpl3 e Kpl5) (Tabela 25).
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Socumcy nl AncAd AY 225665

S0quencs 't seS oo JDQX0NN] GATTCCOGTCA CACTGCGE
Soduercs nl AntAd [AYRZ2506) -ss -

Soguoenca " saclS - (DO AATCGATCTC ATATCGTICGA
Soquerca rm AscAd JAYIR2:905) AATCGATCTC ATATCGYGCGA

¢
1
Seguanca "t awlS - (DO GTACAGGAAC AGQTACTTYGCC
Secusncu nl AncAd (AYZEH)] GTACAGGAAC AGTACTIGCC
¢
|

ATGCTGAATG GAGAGCCOAT T1GGGTATGCC

ATGCTOAATO CAGAGCCGAT TGGGTATGCC

GCATCACAAC
8) GCATCACAAC

TTCAATGATC cCC

) CCAGCCGTGT ACATGGTICA
) CCAGCCOGTATY ACATGGTTCA

GGACIEGTGGO AAGCAAGAAAC
COGNTEOTGGGC AAGAAGAAAC

TTCAATGATC CcCa

ATCCGATGCT ACCAGAAAGC
ATCCGATGCT ACGAGAAAGC

SeQMNTA M S oo (DO ATGAGCAACO CAAAAACAAA GTTAGGCATC

CATGACTGAG
ATGACTOAGC

GTIGGTGGGGT
GTGGTGAGGT

AAGCEGTTTTA
AAGCGTTTTA

GGGAACC
GGGAACC

3TCAC CAAGATCCAA
CGTCAC CAAGATCCAA

GGGGTTTGAG
GGGOGTTTCAC

AACACGCCAG
AACACGCCAG

ACAAAGTACA GCATCGTGAC

CATGACCTYIG CGATGCTCTA
CATGACCTTIG CGATGCTCTA

|
GOAGAACAAG CACGCCCGAC
GGAGAAGAAG CACGCCCGAC

'
GCOGCAAGAGT CCGTCACTCC
GCGCAAGAGT CCGTCACTCC
\
CAGTCGTACG 1
CAGTCGTACSG TT7C

A GTACGCGGAA TAGACCAGTT

GTACGCGGA

AAGCTGGTTC GAGCTCTGOT
AAGCTGG C GAG CTG

ACGG
ACGGACCCG

AGOCAAG

AGGCA

CCGTAACCAC
" CCGTAACCAC

GCATTCCAGC GAACACGCAG
GCATTCGAGC GAACACGCAG

CAA CTTGCA

Resultados

CAACAGCAAC &0

TGAGYGGCTA 120
TCAGTYGGCTA %

ACTTGCTGAC T80
ACTTIGCTGAC a3

ATACATTIGCA 240
ATACATTGCA 128

ACTGGCGAAT WU

C ACTGGCGAAT 28

TCACTTIGC TG 420
TGAGTIGCTG X8

CTTGCGAG

CCCATRTIGGT S0
CCCAGRTGGT 458

TOGATGCCTAA 200
3TYGCCTYAA 813

Fig. 13. Alinhamento das sequéncias dos genes aac(6’)-1b-cr e aac(6’)-Ib, onde se encontrar, marcadas a
vermelho, as duas mutagfes que caracterizam o gene aac(6’)-1b-cr.

No que diz respeito aos fragmentos dos genes ogxA e ogxB (amplificados), que

codificam a bomba de efluxo OgxAB, pertencente a familia RND, verificou-se que as

suas sequéncias evidenciavam uma homologia de 98,9% quando comparadas com a

estirpe de referéncia K. pneumoniae MGH 78578 (GenBank accession n°® CP000647)

(Figura 14). Estes fragmentos situam-se entre 0s nucleétidos 950 e 1176, do gene

OQgXA, e entre o0s nucledtidos 1220 e 1780 do gene ogxB.

1950 pb
0 pb " PY 4176 pb

K. pneumoniae WSH 78578 oqxA

K. prewrnoniae [T isolados em estudo)

oqxA

1200 pb

+11780 pb
P 4352 pb

1 oqxB

oqxB

=529 % homologia

Fig. 14. Esquema representativo do alinhamento da sequéncia nucleotidica dos genes ogxA e ogxB (e respetivas
posi¢des nucleotidicas) de 7 isolados estudados e da estirpe de referéncia K. pneumoniae MGH78578.
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3.5. Suporte genético de genes de resisténcia

3.5.1. Transferéncia plasmidica de genes de resisténcia

A conjugacédo das estirpes produtoras de KPC foi realizada com sucesso. Este ensaio
efetuou-se com a estirpe recetora C600 Rif® para os isolados Kp2 e Kp8, resultando
no transformante Kp2B e Kp8C, respetivamente, e com a estirpe recetora JssAzNaR,
para o isolado Kp6, obtendo-se o transformante Kp6A. Para a estirpe Kp7, produtora
de GES, néo foi obtido qualquer transconjugante. Para confirmar a passagem dos
genes blaxpc para as estirpes recetoras, pesquisou-se a sua presenca nos
trasconjugantes, por PCR. Assim, identificou-se o gene blakpc, mas também o gene
blatem, N80 tendo, no entanto, sido transferido o gene blasyy (cromossémico em K.
pneumoniae). Os genes que codificam a bomba de efluxo OgxAB néo foram detetados

nos transformantes, sugerindo que nao se encontravam no plasmideo.

Foi realizado também um TSA aos transformantes para comparar os seus perfis
fenotipicos com os dos isolados (Tabela 26). No geral, sdo idénticos, realgando-se as
seguintes excecfes: imipeneme para o qual a estirpe Kp2 era suscetivel e a estirpe
Kp2B era nao suscetivel; cefoxitina para o qual a estirpe Kp8 era ndo suscetivel e a
estirpe  Kp8C sensivel; suscetibilidade dos transformantes as quinolonas/
fluoroquinolonas, ao contrario dos isolados; amicacina, para a qual os isolados eram
suscetiveis e o0s transconjugantes ndo; nitrofuranos e meropeneme para 0s quais 0S

isolados eram resistentes e 0s transconjugantes nao.

Para o isolado Kp6 os resultados foram ligeiramente diferentes: esta era nao
suscetivel a norfloxacina e aos nitrofuranos, enquanto o transconjugante era

suscetivel; era suscetivel a colistina e o transconjugante era resistente.

3.4.1. Localizag&o plasmidica/cromossémica dos genes de

resisténcia

A restricdo do DNA cromossémico com a enzima I-Ceul foi utilizada para confirmar a
localizacdo dos genes que codificam as carbapenemases e que codificam a bomba de

efluxo OgxAB.

Para garantir que a enzima I-Ceul funcionou e que a extracdo de DNA, a partir das
bandas do gel de PFGE, correu de acordo com o esperado, realizou-se um PCR para
a pesquisa dos genes que codificam a enzima SHYV, pois esta é cromossomica de K.

pneumoniae.
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Tabela 26. Perfil de suscetibilidade aos 32 antibiéticos estudados dos isolados clinicos e seus
transconjugantes.

Estirpes
o Kp2 Kp2B Kp6 Kp6A Kp8 Kp8C
Antibiéticos

Amoxicilina
AMC
Ticarcilina
Piperacilina
TZP

Cefalotina

U X U UV OV TV X
N UV VW XUV OV XUV XN

Cefuroxima

Cefoxitina
Antibidticos B- Ceftazidima
lactamicos Cefotaxima

Ceftriaxona

J T X UV W XV OV UV UV UV UV XD

Cefpodoxima

Cefepima
Cefixima

Aztreoname

l T X X XV XV IV IV W UV U UV UV UV O XD
l T X X X XV XV IV W UV XV U UV UV O XD

A X U UV UV UV TV XD
U XV UV XV OV XUV UV X

Ertapeneme

nw UV 1V T

Imipeneme

Meropeneme

w=™v o » T X V U XV UL XUV ML XV OV UV UV UV UV D

Ac. nalidixico

. Norfloxacina
Quinolonas i
Pefloxacina

Ciprofloxacina

Ol v W W D
T v n n v
Ol v W W D

Kanamicina
Aminoglicosideos.  Gentamicina [
Amicacina

Colistina

Fosfomicina
Outros )
Nitrofuranos

T 0 0 0O »

T 0O 0 OO T IOV O O O n
O X0 0O OO XV D OV

T v n I »

T 0 0O 0O »

T 0O 0w OO T DOV O O O n

Trimetoprim

R, resistente; I, Intermédio; S, suscetivel; AMC, amoxicilina + acido clavulanico; TZP, piperacilina +

tazobactame

Como expectavel, obteve-se um resultado positivo para o gene blasyy, confirmando a
sua localizagdo no cromossoma, mas o resultado dos PCRs para 0s genes blakpc,
blages e blargy foi negativo, indicando que estes ndo se encontravam no cromossoma
(Tabela 27).

No que diz respeito aos genes ogxA e oqxB também se obtiveram resultados
negativos, nos respetivos PCR, o0 que indica, que se encontravam em plasmideos ndo
conjugaveis, visto que estes genes também ndo foram detetados nos transformantes
(Tabela 27).
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Tabela 27. Caracterizagdo dos isolados clinicos e seus transconjugantes.

PCR [-Ceul
Estirpes PBRT
bIaKpC bIaSHV bIaTEM OqXAB bIaKPC bIaSHV blaTEM blaGES OqXAB

Kp2 + + + + - + - - - N
Kp2B + - + - nd nd nd nd nd
Kp6 + + + + - + - - - FIl+N
Kp6A - + - nd nd nd nd nd
Kp8 + + + - + - - -
Kp8C + - + - nd nd nd nd nd

+, positivo; -, negativo; nd, ndo determinado.
3.4.2. Caracterizacao de plasmideos

Com a técnica de tipagem dos plasmideos por grupos incompatibilidade, foi possivel
identificar quais os plasmideos presentes nos trés transconjugante e respetivos
isolados (Kp2, Kp2B, Kp6, Kp6A, Kp8 e Kp8C) (Tabela 27) em estudo. Num isolado,
produtor de KPC, foi encontrado o plasmideo do tipo N (Kp2), mas ndo no seu
transconjugante; de igual forma, noutro isolado, também produtor de KPC, foram
encontrados os plasmideos Fll e N (Kp6), mas ndo foram também detetados na

estirpe transconjugante.

No entanto, do isolado Kp8 e do respetivo transconjugante (Kp8C) nédo foi possivel
classificar qualquer plasmideo pertencente aos grupos de incompatibilidade por PBRT,
portanto ndo se exclui a possibilidade de existirem plasmideos nao tipaveis nestas

estirpes, bem como em Kp2 e Kp6 (e respetivos transconjugante).

3.5.  Ambiente genético do gene blagpc

Ao sequenciar o ambiente genético do gene blaxpc.3 dos isolados Kp2, Kp6 e Kp8 foi
identificado o transposdo Tn3-like Tn4401 com uma delecdo de 68 nucledtidos a

montante do gene blakpc, na zona do promotor.

3.6. Determinacédo da clonalidade e diversidade gendmica

A clonalidade entre os isolados de K. pneumoniae foi estudada recorrendo ao método
de PFGE, o qual estabelece a relacdo genética entre 0 DNA genomico dos mesmos.
Os resultados estéo ilustrados na Figura 15. Foram identificados 4 clones, existindo
100% de homologia, entre os isolados do cluster Kplll (100% de relacdo genética),
provenientes do mesmo doente. O cluster Kpll inclui dois isolados produtores de KPC,

provenientes do mesmo hospital, tendo uma relacdo genética inferior ao anterior, de
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88% (88% de homologia). O clone KplV é interessante pois os isolados partilham 94%
de homologia e, no entanto, provém de hospitais situados em diferentes zonas do
pais. No clone Kpl os isolados partilham 83% de homologia genética.

Dice {Opt:0 50%) {Tol 1.0%-1.0%) {H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE PFGE 2
3 L}

3 w 5 =

= =0 w &

o & [T [ = =1

[=] [=] 'Q = [a T (2] [&] ju
— Kp5 0001 iK I o
S Kp15 0001 ] P D
Kp12 .0002 R

Kp1 .0003 D

Kpa  .0004 H

Kpg  .0005 G

|: Kp2 0006 ST147 | ey D
Kps .0006 ST147 D

Kp13 .0007 H

\ P Kplil

Kp11 .0007 H

Kp6 .0008 ST1138 L
Kp7 0009 ST231 I

- Kp10 .0010 A

L Kp14 .0010 [KpV - p
Kp3 0011 H

Fig. 15. Representacéo do PFGE.

A diversidade gendémica dos isolados de K. Pneumoniae produtores de GES-5 e KPC-
3, foi analisada por MLST. Os ST obtidos foram identificados recorrendo ao Institut
Pasteur MLST Databases (www.pasteur.fr/mist). Os isolados Kp2 e Kp8 foram
identificados com o ST147, Kp7 com o ST231 e Kp6 com o ST1138. Este ST foi

descrito pela primeira vez neste trabalho e deriva do ST26, como esta ilustrado na

Figura 16.

O isolado Ecl foi identificado com o ST131, recorrendo ao MLST Databases (ERI,
University College Cork http://mist.ucc.ie/).

Fig. 16. llustragdo da filogenia do
ST1138
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4. Discussao

As Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases de espectro alargado (ESBL)
contribuem em grande escala para o problema da resisténcia aos antibidticos em
bactérias de Gram negativo. Os antibibticos pertencentes a classe dos carbapenemes
surgiram como uma alternativa de tratamento, no entanto, sdo cada vez mais
frequentes os casos de isolados clinicos resistentes a esta classe reduzindo aquelas
opcoes de tratamento (Teo et al, 2012). Foi também detetado um aumento de estirpes
de K. pneumoniae e E. coli resistentes apenas ao ertapeneme, mas nao aos outros
carbapenemes (meropeneme e imipeneme), o que pode ser explicado pelo uso
intensivo do ertapeneme como tratamento alternativo em infecbes causadas por
isolados com multirresisténcia aos antibiéticos (Teo et al, 2012). A suscetibilidade
diminuida apenas ao ertapeneme foi verificada também neste estudo, onde 15 dos 22
isolados com aquele perfil de suscetibilidade eram suscetiveis ao meropeneme e

imipeneme.

Tendo em vista a avaliagdo da emergéncia da resisténcia aos carbapenemes,
elaborou-se a pesquisa de suscetibilidade diminuida aqueles antibiéticos em 426
isolados, provenientes de varias regides (hospitais) de Portugal. Deste modo, foram
selecionados e retidos 22 isolados para o estudo subsequente, pois apresentavam
suscetibilidade diminuida ao ertapeneme (5%). Nestes foram analisados o0s
mecanismos envolvidos na resisténcia aos carbapenemes e as quinolonas/

fluoroquinolonas, os quais néo estdo suficientemente esclarecidos.

Através de testes fenotipicos, bioquimicos e moleculares foi possivel efetuar aquela

analise e contribuir para a compreensao daqueles mecanismos.

Como foi referido anteriormente, a producdo de ESBL e carbapenemases por
bactérias de Gram negativo constitui uma forte ameacga a saude publica, assim, o

estudo deste mecanismo de resisténcia, neste trabalho, é de maior relevancia.

Da amostra estudada (n=22), 11 isolados apresentaram producdo de ESBL (CTX-M-
15 e SHV-12) (dez isolados de K. pneumoniae e um de E. coli), 4 apresentaram
producdo de carbapenemases (trés isolados de KPC-3 e um de GES-5), todos eles

pertencentes a espécie K. pneumoniae, mostrando que os isolados de K. pneumoniae

69



Discussao

produtores de ESBL se mantém em Portugal, uma vez que em estudos prévios ja
existiam numa frequéncia elevada (Mendoncga et al. 2009). Na realidade, Portugal tem,
uma das taxas de ESBL mais altas da Europa (Machado et al, 2007).

Como tem sido descrito em Portugal (Manageiro et al, 2012a, Machado et al, 2007) e
na Europa (Coque et al, 2008b), as estirpes produtoras de ESBL co-expressam, com
frequéncia, outras B-lactamases de espectro reduzido. Também neste estudo, as
estirpes produtoras de ESBL expressam, concomitantemente, outras enzimas,
nomeadamente B-lactamases parentais, como: TEM-1la, TEM-1b, SHV-1, SHV-11,
SHV-32 e OXA-1.

No que se refere as carbapenemases, estas tém-se disseminado entre as
Enterobacteriaceae, nos ultimos 10 anos (Nordmann et al, 2011a). A enzima KPC é a
mais comum e, desde o0 seu aparecimento, em 1996, tem-se propagado por todo o
mundo, e Portugal ndo foi excegcdo. A producdo desta carbapenemase tem sido
maioritariamente descrita na espécie K. pneumoniae (Nordmann et al, 2011a), tal
como os 3 isolados produtores de KPC, deste estudo, que pertencem também a esta
espécie. Ao estudar o ambiente genético de um dos isolados com o gene blagpc, foi
possivel identificar o transposao Tn4401, na isoforma contendo uma delecao de -68 bp
a montante do gene, sendo este um elemento genético mével importante na

disseminacéao desta B-lactamase, por todo o mundo (Cuzon et al, 2011).

Na conjugacdo, realizada as estirpes produtoras desta enzima, foi observada a co-
existéncia, no plasmideo, do gene blatgm: € blakpcs. ESte mesmo caso ja tinha sido
reportado por Leavitt et al (2010b), em Israel, numa estirpe de K. pneumoniae
produtora de KPC-3, sendo o gene que codifica aquela enzima, veiculado por um

plasmideo.

Neste trabalho foi apenas identificado um isolado produtor de GES, pertencente ao
tipo 5. Expressava, conjuntamente, a ESBL SHV-12. Em 2004, na Coreia, foi detetado
um surto de K. pneumoniae produtora destas duas enzimas, em simultaneo (Jeong et
al, 2005). A carbapenemase GES-5 foi detetada, em primeiro lugar, na Grécia e,
desde entdo, tem sido reportada no Brasil, China e Coreia (Naas et al, 2008) e, em
Portugal, foi descrita, pela primeira vez, em ambiente aquatico, por Manageiro et al
(2013). A nosso conhecimento, apés pesquisa bibliografica, podemos concluir que a
expressao simultdnea de GES-5 e SHV-12 foi descrita, neste trabalho, pela primeira

vez em Portugal.
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A B-lactamase OXA-48, também da classe das carbapenemases, foi descrita pela
primeira vez em Istambul, tendo-se disseminado rapidamente por varios paises
mediterranicos (Poirel et al, 2012). Em Portugal, ja foi descrita num isolado de A.
baumannii (Goncgalves et al, 2013). No entanto, em K. pneumoniae ndo ha estudos
que indiquem a sua presenca no nosso pais. Assim, neste trabalho, a enzima OXA-48
foi pesquisada numa amostra aleatéria de 106 isolados, incluindo os 22 néo
suscetiveis ao ertapeneme, ndo se tendo obtido qualquer resultado positivo.

Dos 153 isolados de E. coli do presente estudo, apenas um foi selecionado (0,7%) por
apresentar suscetibilidade diminuida ao ertapeneme, o que reflete o panorama
europeu, pois num estudo realizado na Europa, apenas 0,2 % dos isolados de E. coli
sao resistentes ao ertapeneme (Hawser et al, 2011). O mesmo estudo revela que a
enzima OXA-48 é emergente nesta espécie, no entanto, ndo foi detetada neste
isolado. Contrariamente, encontrou-se uma frequéncia consideravelmente superior

(6%, 15/249) de isolados de K. pneumoniae com aquele fendétipo.

A presenca de carbapenemases, por si, justifica o fen6tipo de ndo suscetibilidade ao
ertapeneme encontrado nos 3 (em 22) isolados produtores de KPC e num produtor de
GES, o que néo se verifica nos restantes 18 isolados. Destes 18, 11 eram produtores
de ESBL, néo justificando aquele fenétipo.

A resisténcia aos carbapenemes surge, nas bactérias ndo produtoras de
carbapenemases, quando ha presenca de ESBL ou [B-lactamases de classe C em
associacao com alteracdes nas proteinas de membrana, porinas, ou quando surge um
aumento da atividade das bombas de efluxo, reduzindo a acumulacdo de antibiético
dentro da célula (Doumith et al, 2009). Com o intuito de caracterizar o mecanismo de
resisténcia ao ertapeneme foi pesquisada fenotipica e genotipicamente a presenca das
porinas OmpK35, OmpK36 e OmpK37 em K. pneumoniae, das porinas OmpC e OmpF

em E. coli e Enterobacter spp e de Omp35 e Omp36 em E. aerogenes.

No isolado pertencente a espécie E. cloacae (Eclo3) ndo se detetou a presenca dos
genes que codificam aquelas porinas, no entanto, por SDS-PAGE, observaram-se as
duas bandas correspondentes as porinas OmpC e OmpF e a banda correspondente a
porina OmpA. A razdo para os genes que codificam estas porinas ndo terem sido
amplificados por PCR, pode dever-se a existéncia de uma mutagdo na zona de
hibridacdo do primer, podendo, assim, justificar a suscetibilidade diminuida ao
ertapeneme. Em dois isolados, pertencentes as espécies E. cancerogenus (Ecanl) e
E. aerogenes (Ea2) ndo foram detetados, por PCR, os genes ompC e omp36,

respetivamente, tendo sido detetadas por SDS-PAGE a banda correspondente a
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porina OmpC (E. cancerogenus) e a porina Omp36 (E. aerogenes). Porém, estas
bandas tém um tamanho ligeiramente superior, quando comparadas a estirpe de
referéncia, o que pode ser justificado pela presenca de uma inser¢cdo na zona de
hibridacéo do primer, impedindo a amplificagcédo e, também, neste caso, podendo estar
na origem do perfil de suscetibilidade diminuida ao ertapeneme. Cornaglia et al (1995)
referiu a importancia da perda destas porinas em Enterobacter spp. Nos isolados Ea4
e Eab, pertencentes a espécie E. aerogenes, foram detetadas mutacdes e inser¢des
na porina Omp36. As bandas correspondentes a estas duas porinas, foram
observadas por SDS-PAGE; no entanto, a banda da porina Omp36 encontra-se numa
posicao superior, revelando um peso molecular maior, justificado pela presenca de

insercdes na sequéncia aminoacidica obtida.

No isolado Ea6 (E. aerogenes) ndo foram detetadas alteragcbes na sequéncia
aminoacidica da porina Omp36, no entanto, a banda que lhe corresponde, obtida por
SDS-PAGE, situa-se mais acima da banda obtida para a estirpe de referéncia, o que
pode ser justificado pela presenca de uma insercdo numa zona da sequéncia
nucleotidica que néo foi possivel sequenciar. Um estudo conduzido por Lavigne et al
(2013), afirma que a alteragdo das porinas Omp35 e Omp36 foi observada em
isolados com resisténcia ao ertapeneme. Thiolas et al (2004), referiu que as zonas
mais conservadas correspondem aos dominios transmembranares (81 a B15) e, onde
verificou mais alteragfes, foi nas zonas correspondentes aos loops superficiais L5 e
L4, podendo o loop L5, uma vez que contém varios grupos polares, ser representativo
da Omp36 de E. aerogenes. Este loop L5 é também um hotspot de variacdes
aminoacidicas que podem gerar uma completa modificagéo no perfil das cargas desta
zona (Thiolas et al, 2004). Neste estudo foram identificadas as mesmas substituicdes
aminoacidicas descritas por Thiolas et al (2004), concretamente nas posi¢cdes Asn207
a Asp225, no entanto, foi ainda detetada uma outra mutacéo, Ser211Leu, e a insercao
do aminoacido Val entre a posicdo aminoacidica 206 e 207, ndo descrita no estudo

mencionado.

No isolado de E. coli (Ecl) foram detetados os genes ompF e ompC. Na sequéncia
aminoacidica da porina OmpC foram identificadas inser¢des nas zonas dos loops L5 e
L7. Estes loops (L5 e L7), em OmpC, sédo superficiais (Pezeshki, 2009), sendo o L7,
juntamente com o L2 e L4, os Unicos que diferem da OmpK36 em K. pneumoniae
(Baslé et al, 2006). Foi ainda identificada uma substituicdo aminoacidica no loop L3,
Gly116Asp, na porina OmpC, da qual ndo temos conhecimento ter sido reportada
anteriormente. Esta substituicdo encontra-se numa zona muito importante da porina

que contribui para a resisténcia aos carbapenemes, por constricdo do canal formado
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(Masi and Pagés, 2013). Na porina OmpF foram identificadas 14 substituicdes
aminoacidicas, das quais 9 se encontravam no final da sequéncia, na por¢cdo que
corresponde ao inicio do loop L8. Estas mutagfes, associadas a producdo de CTX-M-
15, justificam a resisténcia ao ertapeneme (Tangdén et al, 2012).

No que se refere as estirpes de K. pneumoniae, foi detetada a presenca dos trés
genes, que codificam as principais porinas, nos 15 isolados, e através da
sequenciacao nucleotidica foi possivel deduzir a sequéncia aminoacidica e identificar
um codao stop na porina OmpK35 em dois isolados: na posi¢éo Trp229 (Kpl) e na
posicdo Glu255 (Kp3). Este ultimo codao stop encontrava-se no loop L6, situado numa
zona superficial da porina (Galdiero et al, 2012). Até onde nos foi possivel pesquisar, é
a primeira vez que estes dois coddes stop sao referidos. Porém, num estudo realizado
por Crowley et al (2002), foi identificado um coddo stop na posicdo Trp316. Ao
contrario do esperado, as duas bandas correspondentes a esta porina OmpK35,
obtidas por SDS-PAGE, estdo presentes, e com um peso molecular correspondente
ao da estirpe de referéncia o que pode ser justificado pelo facto de estes coddes se
apresentarem no fim da sequéncia aminoacidica obtida, ndo impedindo a sua
expressao na totalidade, mas, conferindo um perfil de suscetibilidade diminuida aos

carbapenemes.

Na porina OmpK36 foram identificados coddes stop em outros 4 isolados: posicoes
aminoacidicas Leu32, em Kpl12; Trp94, em Kp9; Trp125, em Kpl5 e Ala285, em Kp2.
Destes 4 isolados, apenas Kp2 apresenta uma banda (obtida por SDS-PAGE)
correspondente a porina OmpK36, o que se pode justificar por o codao stop se
encontrar no final da sequéncia obtida. Mais uma vez, esta localizagdo parece nao
impedir a expressdo da porina, mas confere um perfil de ndo suscetibilidade aos
carbapenemes. O codao stop do isolado Kpl5 localiza-se na zona do loop L3, sendo
idéntico ao descrito por Garcia-Fernandez et al (2010), ai confirmando que resulta na

interrupcao da traducéo da porina OmpK36.

Varios estudos demonstraram que a alteracdo ou auséncia das porinas OmpK35 e
OmpK36 altera a suscetibilidade aos carbapenemes (Garcia-Fernandez et al, 2010;
Kaczmareck et al, 2006). Concretamente, alteracbes na zona do loop L3 (tanto na
porina OmpK35 como na porina OmpK36), como a inser¢cdo de dois aminoacidos,
Aspl37 e Thr138, tém sido referidas como tendo particular influéncia na diminuigdo da

suscetibilidade aos antibitticos (Garcia-Fernandez et al, 2010).

Ainda na analise das sequéncias da porina OmpK36, foi possivel detetar a presenca

de varias mutacdes, nomeadamente a alteracdo aminoacidica de uma prolina por
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valina, situada na zona do loop L4, encontrada em 8 isolados. A insercdo de 7
amino&cidos no loop L6 de um isolado (Kp1l) é referida também no estudo de Crowley
et al, (2002). E também de notar as substituicdes encontradas no loop L8, onde o
aminoacido arginina, foi substituido pelo aminoacido histidina, sendo ambos
amino&cidos basicos, mas com uma configuracao bastante diferente. Esta substituicdo
pode ter influéncia na entrada dos antibidticos para dentro da célula, pois este loop
esta envolvido na abertura do canal para o exterior (Galdiero et al, 2012). O isolado
Kp4 ndo expressa esta porina, quando analisada por SDS-PAGE, no entanto, néo foi
detetado nenhum codéo stop na sua sequéncia. Esta auséncia de expressdo pode ser
explicada por um eventual codao stop no inicio da sequéncia, a qual ndo foi possivel
sequenciar. No entanto, este isolado tem também a substituicdo de uma tirosina
(aminoacido polar), por triptofano (aminoacido ndo polar), na posi¢do 186, na zona do
turn T5, assim como uma delecdo de 3 aminoacidos no loop L4 e 5 substituices no
loop L5. N&o nos foi possivel encontrar na bibliografia se alguma destas mutagfes

implica a auséncia de expresséo da porina.

A porina OmpK36 de Kp6 nédo foi detetada por SDS-PAGE, colocando-se também,
neste caso, a hipétese da existéncia de um coddo stop no inicio, uma vez que nao foi
possivel obter o inicio da sequéncia aminoacidica (obtida s6 a partir da cadeia 12). A
mesma situacdo se coloca para o isolado Kp7, que ndo expressava a porina na
analise de SDS-PAGE, mas, embora ndo apresentasse um codao stop prematuro, a
sequéncia aminoacidica evidenciava uma alteragdo no quadro de leitura, a partir da
cadeia 7.

Analisando a porina OmpK37, foi possivel detetar que 6 isolados apresentavam as
mesmas delecdes e mutacdes nos loops L5 e L6, mas, mais importante, foi detetada
uma substituicdo no loopL3 (KplO e Kpl4), que no nosso conhecimento, e na
bibliografia utilizada, foi aqui descrita pela primeira vez. Apesar de ndo estar descrita
na bibliografia a relacdo direta entre substituicdes aminoacidicas no loop L3 da porina
OmpK37 com a suscetibilidade diminuida aos carbapenemes, varios estudos
comprovam que as moléculas de antibidticos pertencentes a classe dos
carbapenemes utilizam esta porina como meio alternativo de entrada para a célula,
indicando que a perda ou sub-expresséo desta porina pode levar a um aumento dos
niveis de resisténcia aos carbapenemes. (Doménech-Sanchez et al, 1999). Esta
também descrito que esta porina é sobre-expressa em isolados deficientes em
OmpK35 e OmpK36, diminuindo, assim, os niveis de resisténcia aos carbapenemes

(Martinez-Martinez, 2008), no entanto, neste estudo, tal ndo se verificou. Havendo
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uma mutacdo no loop L3, 0 mais importante na resisténcia aos antibiéticos (em

OmpK36) € provavel que interfira na entrada destes antibibticos.

Devido a grave ameaca que a resisténcia aos carbapenemes representa, é de extrema
importancia perceber quais os mecanismos que lhe estdo associados, pelo que, tal

como tem sido referido ao longo deste trabalho, esse foi 0 hosso principal objetivo.

Assim, resumem-se 0S mecanismos que justificam o perfil de suscetibilidade diminuida

ao ertapeneme para cada isolado do estudo:

e Para o isolado Kpl e Kp3 a presenc¢a do codao stop na porina OmpK35, assim
como varias substituicdes, delecbes e inser¢cbes nas porinas OmpK36 e
OmpK37, em associagédo com a expressao de ESBL, justifica o perfil fenotipico.

e O isolado Kp2 tem um codéao stop na porina OmpK36, assim como o0 gene que
expressa a carbapenemase KPC.

e O isolado Kp4 nado expressa (por SDS-PAGE) a porina OmpK36, tendo varias
substituicbes aminoacidicas, inser¢cdes e dele¢bes tanto na porina OmpK36
como OmpK37, no entanto, ndo tem nenhum gene blagsg. OU um gene que
codifique especificamente carbapenemases. O fendtipo pode estar, entdo,
justificado pela auséncia da porina.

e Os isolados Kp5, Kpll e Kpl3 tém uma substituicdo no loop L8 na porina
OmpK36, e expressam ESBL. Esta substituicdo no loop L8, tal como referido
anteriormente, pode interferir com a entrada do antibidtico para a célula,
justificando assim o fenétipo.

e Osisolados Kp6 e Kp7 ndo expressam, por SDS-PAGE, as porinas OmpK36, e
expressam ainda os genes que codificam as carbapenemases KPC e GES,
resultando num perfil de resisténcia aos ertapeneme, imipeneme e
meropeneme, apenas verificado nestes dois isolados.

e O isolado Kp8 ndo tem mutacdes nas principais porinas, apenas na OmpK37,
mas expressa 0 gene que codifica a carbapenemase KPC, justificando o
fendtipo.

e Os isolados Kp9, Kpl2 e Kpl15 tém um codéo stop na porina OmpK36, assim
como a expressédo de ESBL.

e Os isolados Kpl0 e Kpl5 tém uma substituicdo no loop L8 (OmpK36), mas
também uma substituicdo no loop L3 da porina OmpK37 que, pode estar
envolvido na suscetibilidade diminuida aos carbapenemes, embora, aqui,

associado a expresséo de ESBL.
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O isolado pertencente a espécie E. coli expressa ESBL, assim como uma

substituicdo no loop L3 da porina OmpC, esta relacionada com a resisténcia

aos carbapenemes.

e O isolado Ea6, ndo apresenta nenhum dos mecanismos estudados para
justificar a resisténcia aos carbapenemes.

e Ead4 e Eab5 apresentam substituicbes e insercbes na porina Omp36,
destacando-se aquelas que se encontram no loop L5.

e Na&o foram detetadas, por PCR, as porinas Omp36 no isolado Ea2 e OmpC no
isolado Ecanl

e Noisolado Eclo3, produtor da p-lactamase da familia MIR, néo foi detetada, por
PCR, nem a porina OmpC, nem OmpF.

e Associada as alteracGes nas porinas de Enterobacter spp, referidas, esta a

producdo das enzimas AmpC cromossomicas, ubiquitarias, resultando no perfil

de suscetibilidade diminuida aos carbapenemes, em concreto ao ertapeneme.

De facto, Poirel et al (2007) indica que varias enzimas de classe C de Ambler

possuem uma habilidade intrinseca, mas muito fraca, para hidrolisar

carbapenemes. Assim, sugere-se gque, no presente estudo, este mecanismo

seja também responsavel pela suscetibilidade diminuida apenas ao

ertapeneme, (e, portanto, suscetivel aos outros 2 carbapenemes testados), nas

diferentes espécies de Enterobacter, com particular destaque para Ea6, onde

este podera ser o Unico mecanismo a justificar aquela resisténcia.

Assim foi possivel perceber que os mecanismos de resisténcia aos carbapenemes
com maior relevancia séo a producgéo de carbapenemases, e/ou a expressdo de ESBL
ou AmpC em simultdneo com alteracdo da permeabilidade de membrana por porinas

modificadas.

De importancia é também a existéncia de mecanismos de resisténcia as quinolonas,
pois em conjunto com os mecanismos de resisténcia aos antibioticos B-lactamicos
conferem um perfil de multirresisténcia, que, na presenca de resisténcia aos

carbapenemes, deixa muito poucas opc¢oes de tratamento.

Para este trabalho foram estudados os mecanismos de resisténcia as quinolonas

mediados por plasmideos, PMQR.

Como foi anteriormente referido, o gene aac(6’)-lb e a variante aac(6’)-1b-cr foram
detetados apenas em K. pneumoniae e E. aerogenes. A variante -cr foi detetada em

simultdneo com o0s genes blacryx.um.1s, blaoxa.1 € blarem.1, €m 8/22 isolados.
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A disseminacdo do gene blacrxm.1s, €M associacdo com 0s genes blaoxa1, blatem: €
aac(6’)-1b-cr, esta ligada a uma estirpe epidémica de E. coli do grupo filogenético B2
(Machado et al, 2006), no entanto, no presente estudo encontramos esta associagcao
em estirpes de K. pneumoniae, o que também € suportado pela bibliografia, mas ali
ndo se encontra descrito se se trata de uma estirpe epidémica e a que grupo
filogenético pertence (Machado et al, 2006). Foi também detetado o gene gnrB1 em
6/22 isolados.

No que respeita a esta classe de antibioticos (fluoroquinolonas), foi possivel identificar
que todos os isolados pertencentes a espécie K. pneumoniae apresentavam um perfil
de suscetibilidade diminuida aos mesmos. No entanto, ndo foi possivel estabelecer
uma ligacé@o entre o perfil fenotipico e o perfil genotipico, pois existem isolados com o
mesmo perfil fenotipico e diferente perfil genotipico (Kp8, Kp13 e Kpl4, por exemplo),
0 que podera dever-se a resisténcia cromossomica nao pesquisada a nivel molecular

(portanto nao incluida no genotipo).

A bomba de efluxo OgxAB, codificada pelos genes ogxA e oqxB, foi também
encontrada em 7/22 isolados, todos eles pertencentes a espécie K. pneumoniae, onde,
segundo alguns estudos (Yuan et al, 2012; Bin Kim et al, 2009), estes genes séo
cromossomicos. Esta bomba de efluxo esta associada a reducdo da suscetibilidade a
varios antibiéticos, tais como o cloranfenicol — ensaiado, neste estudo, e apenas com

suscetibilidade em 2 isolados - e olaquindox (Bin Kim et al, 2009).

A presenca desta bomba de efluxo, justifica a suscetibilidade diminuida aos
antibiéticos. Assim, neste trabalho, as sequéncias nucleotidicas obtidas por
sequenciacao, dos fragmentos amplificados por PCR, apresentavam uma homologia
de 98,9% com a estirpe de referéncia K. pneumoniae (MGH 78578). Estes genes
foram também pesquisados, diretamente nos transconjugantes, acima citados, e
também no DNA extraido das bandas obtidas com a enzima I-Ceul, com o intuito de
perceber a sua localizacdo. Contudo, ndo se obtiveram resultados positivos, hem nos
transconjugantes, portanto ndo houve conjugacao, nem no DNA cromossomico, o que
pode indicar que estes genes se encontravam num plasmideo, mas que este ndo era
conjugavel, pelo menos nas condigBes existentes, tal como descrito por Rodriguez-
Martinez et al (2012).

Deste modo, foi possivel identificar varios mecanismos associados a resisténcia aos
carbapenemes e a multirresisténcia, contribuindo para o esclarecimento dos mesmos,

em isolados clinicos.
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Com o intuito de estabelecer a relacdo genética dos isolados, em termos de

clonalidade e diversidade, foram realizados os testes de PFGE e MLST.

O MLST permitiu identificar o ST (Sequence type) dos isolados de K. pneumoniae
produtores de carbapenemases e perceber se se tratava de uma estirpe com um ST j4
conhecido e eventual disseminacdo. Em K. pneumoniae, o ST mais conhecido,
associado a producdo de KPC, é o ST258 e encontrando-se disseminado pelo mundo

inteiro (Lascols et al, 2013).

Neste trabalho, foi identificado o ST147, o qual tem sido relatado em estirpes
produtoras de OXA-181, NDM-1, VIM-1, CTX-M-15 e SHV-12, e o ST231, ja
identificado em estirpes produtoras de NDM-1, OXA-48, VIM-1, KPC e CTX-M-15;
ambos os ST tém surgido disseminados por varios paises, concretamente India,
Filipinas, Grécia e Italia (Lascols et al 2013). No entanto, neste trabalho, 0 ST147 foi
identificado em dois isolados produtores de KPC-3 e 0 ST231 num isolado produtor de
GES-5; no isolado Kp6, produtor também de KPC-3, foi identificado o ST1138, aqui
descrito pela primeira vez, pertencendo ao mesmo complexo clonal do ST26. Na
bibliografia pesquisada, n&o foi encontrada nenhuma referéncia que associasse 0
ST26 a producao de KPC. Foi entdo verificado se este ST estaria associado a algum
fator de viruléncia, em particular aos serotipos capsulares K1, K2, K4 e K5; segundo
um estudo de Brisse et al (2009), este ST ndo estd associado a nenhum destes
determinantes virulentos, no entanto, o ST163, também pertencente ao mesmo
complexo clonal do ST26, esta associado ao serotipo K1, considerado um dos mais
virulentos (Abate et al, 2012).

No isolado de E. coli (Ecl), foi identificado o ST131. Este ST esta fortemente
associado a disseminacdo mundial do gene blacrxm.15, tendo este gene também sido
identificado neste isolado (Livermore, 2012). A dispersdo global de blacryxm.1s, que
codifica uma ESBL, é um dos maiores exemplos de propagacédo de determinantes de
resisténcia mediados por plasmideos. Este gene foi descrito em diversos plasmideos
com tamanho variavel entre 7kb a 430 kb e contém, normalmente, determinantes de
resisténcia a outros antibioticos (Naseer and Sundsfjord, 2011). Usualmente, o CTX-
M-15 tem sido identificado em plasmideos do tipo IncFll (Naseer and Sundsfjord,
2011), no entanto, neste isolado n&o foi detetado este plasmideo. Em Portugal, varios
estudos relatam a presenca deste ST em E. coli (Coque et al, 2008b; Nicolas-
Chanoine et al, 2008).

Com o método de PFGE pudemos identificar 4 clones principais, geneticamente

relacionados (> 80% homologia), um deles formando o cluster Kpll, (com os isolados
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Kp2 e Kp8, produtores de KPC-3, e o perfil de PFGE 0006), ambos com o ST147, e
provenientes do mesmo hospital (D).

O outro clone (com o perfil, Unico, de PFGE 0008) produtor de KPC-3 ndo é
geneticamente relacionado, pois ndo pertence aquele cluster. Esta heterogeneidade
genética, tal como noutros estudos, pode sugerir uma disseminacdo de KPC por
transferéncia genética horizontal e ndo por uma disseminacao clonal (Leavitt et al,
2010a, Manageiro et al, 2012b). Foram identificados outros trés clusters, Kpl, Kplll e
KplV; duas estirpes incluidas no cluster Kplll partiham 100% de homologia e
pertencem ao mesmo hospital, sugerindo disseminacéo clonal. Tanto o cluster Kpl,
como o KplV, incluem estirpes que ndo pertencem ao mesmo hospital, embora sejam

relacionados geneticamente.

Além de aprofundar os principais mecanismos envolvidos na resisténcia aos
carbapenemes e tentar compreender formas de disseminagéo entre os isolados de K.
pneumoniae, foi também importante explorar, embora superficialmente (tendo em
consideracdo o numero reduzido de isolados selecionados, por apenas nos
interessarem os que apresentam suscetibilidade diminuida aos carbapenemes), qual a

relagéo entre aqueles mecanismos de resisténcia e a origem dos isolados.

Os patogénicos, produtores de ESBL e AmpC, tém-se tornado endémicos em alguns
hospitais, como indica um estudo realizado nos Estados Unidos da América (Hanson
et al, 2008). Inclusivamente, um dos fatores de risco associados a estas infecdes é a
hospitalizacéo prévia (Pitout et al, 2005). No entanto, ja varios estudos relatam que
bactérias produtoras destas enzimas sao frequentes em doentes que nado estao
hospitalizados (Hanson et al, 2008), ou mesmo em doentes que nunca foram
hospitalizados (Pitout et al 2005). Este cenario reflete-se neste trabalho, pois das 22
estirpes estudadas, 2, produtoras de ESBL, provém da comunidade, e outras duas,
uma produtora de ESBL CTX-M-15 e outra de KPC-3, foram isoladas em servigos de
urgéncias, podendo sugerir que provém de um ambiente extra-hospitalar. Esta
situacdo é preocupante, pois a comunidade comeca a ser um foco de infecbes por
microrganismos multirresistentes, o que dificulta o controlo da sua disseminagéo
(Pitout et al, 2005). Assim, é importante reunir esforcos para melhor controlar a
disseminacdo das infe¢cbes bacterianas, nomeadamente com resisténcia aos

carbapenemes.
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5. Conclusao

Com este estudo foi possivel caracterizar 22 isolados ndo suscetiveis ao ertapeneme,
selecionados de uma amostra de 426 isolados (5%), e contribuir para 0 conhecimento
sobre 0s mecanismos envolvidos na resisténcia aos carbapenemes e as
fluoroquinolonas mediadas por plasmideos, bem como, sobre os diferentes fendtipos

associados, nomeadamente de multirresisténcia (4%).

Foi também percetivel que os mecanismos de resisténcia aos carbapenemes mais
comuns sao a expressado de ESBL (sobretudo CTX-M-15) ou AmpC, em simultaneo
com a alteracdo da permeabilidade da membrana, seja pela existéncia de um codao
stop prematuro, ou pela existéncia de varias mutacdes, inser¢des e/ou dele¢des, que,
por sua vez, em K pneumoniae, estdo sempre associados a um fendtipo de

multirresisténcia.

No entanto, € de realcar a producdo de carbapenemases da familia KPC e GES,
contribuindo para aquele fendtipo, ndo existindo, em qualquer dos casos, co-produgéo
com ESBL CTX-M-15, a excecado da co-producdo de GES-5 e SHV-12, descrita, pela

primeira vez, em Portugal.

Foi ainda identificado um novo ST, associado a producdo de KPC-3 em K.

pneumoniae, e a estirpe de E. coli ST131, pandémica.

Considerando a importancia dos antibidticos, no geral, e dos carbapenemes, em
particular, como ultimo recurso no tratamento de infecdes multirresistentes, julga-se
que este trabalho teve importancia, como previamente sugerido nos objetivos,
desejando-se que seja alargado a um maior numero de isolados. De facto, os
resultados obtidos deixam prever um quadro, que poderd vir a ser preocupante,
tornando imprescindivel a tomada de medidas que previnam a disseminacdo destes

microrganismos, assim como o controlo exaustivo da utilizagdo dos antibiéticos.
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ILAFAGLKAGEYGIFDY¥GRNYGATIYDVEAAT DMLV ERGGDGNHYTDNYMTGRTNGVAT YRNSDFFGLVDGLIFALQYQCENDEDRATI RKQNGDGESTAZ
|LAFAGLKAGEYGIFDY¥GRNYGAIYDVEAAT DMLV ENRGGDGHNNY TDNYMTGRTNGVAT YRNSDFFGLVDGLIFALQYQGKNDEDRAIRKQNGDGESTAZ
ILAFAGLKAGEYGIFDY¥GRNYGAIYDVEAATDMLVERGGDGNHYTDNYMTGRTNGVAT YRNSDFFGLVDGLIFALQYQCENDEDRATI RKQNGDGESTAZ
|LAFAGLKAGEYGIFDY¥GRNYGAIYDVEAAT DMLV ENRGGDGHNNY TDNYMTGRTNGVAT YRNSDFFGLVDGLIFALQYQGKNDEDRAIRKQNGDGESTAZ
ILAFAGLKAGEYGIFDY¥GRNYGATIYDVEAAT DMLV ERGGDGNHYTDNYMTGRTNGVAT YRNSDFFGLVDGLIFALQYQCENDEDRATI RKQNGDGESTAZ

~- JLAFAGLKAGEYGSFDYGRNYGAIYDVEAATDMLVEWGGDGWNYTDNYMTGRTNGVAT FRNIDFFGLVDGLI FPALQYQEKNDHDRAI REQNGDGESTAZ

(— | Je— |
B4 T3 B5 L3 66 T4 87 L4 B8

YAFDNGIALSAGYSSSNRSVDOKADGNGDKAEAWATSAKYDANNIYAAVNYSQTYRNTPEEDNHFAGKTONRFEAVVQYQFDFGLRFSIGYVOTEGEDLASE
IATYAPDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDEAZANATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNHEAGRTQNFEAVVQYQFDEGLRESIGYVQIRER 200
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEARATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNHEFAGRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTIPFEEDNHEFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIGYVQTRGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEXEDNEFACKRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNEFAGRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNHEFACRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTIPFEEDNHEFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIGYVQTRGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNHEFACRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTIPFEEDNHEFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIGYVQTRGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTIPFEEDNHEFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIGYVQTRGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNHEFACRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTIPFEEDNHEFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIGYVQTRGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTPFEEDNHEFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNHEFAGRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
\ATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGHGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMT PEEDNHEFACRTQNFEAVVQY¥QFDFGLAPSIGYVQTEGE
S1AATYAFDHNGIALSAGYSSSNRSVDQEADGNGDEAEAWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTPFEEDNHEFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIGYVQTRGE

[ > I || I ||
B8 T5 B9 L5 10 T6 B11 L6 12 T7 B13

AGFSGGDADLYEYIEVGTWYYFREKRNNVY ARYKFNOLDDND YTKAXAX XX XX ANNRNNNNNNNRNEE
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRKFNQLDDNDYTKAAGVATDDQAAVGIVEQE
DLQSRACFSGGDADLYVKYIEVETW ¥YFRENMNVYAAYEFNQLDDEDYTKAAGVATDDQ
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRFNQLDDNE
DLQSRACFSGGDADLVEKYIEVETWY¥YFRENMEVYAAYRFNQLDDN
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYKFNQLDDNE
DLQSRACFSGGDADLVEKYIEVETWY¥YFRENMEVYAAYRFNQLDDN
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRFNQLDDNE
DLQSRACFSGGDADLVEKYIEVETWY¥YFRENMEVYAAYRFNQLDDN
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYKFNQLDDNE
DLQSRAGFSGGDADLVKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRFNQLDDNDYTKAAGVA - ———————— -
DLQSRACFSGGDADLVEKYIEVETW ¥YFRENMNVYAAYRFNQLDDNDY¥TRA ————————————— -—-
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRFNQLDDNE
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRFNQLDDNE
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRKFNQLDDNE
DLQSRACFSGGDADLVEKYIEVETWY¥YFRENMEVYAAYRFNQLDDN
DLQSRAGFSGGDADLVEKYIEVETWYYFNENMNVYAAYRKFNQLDDN

358

L7 B14 T8 B15 L8

llustragcado 1. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da porina OmpK35, com a estirpe de referéncia
Accession n°AJ011501. Numeragdo aminoacidica desde o coddo de iniciagdo (Met).
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AEAKAARAXK AL LR

MEKREVLALVIPALLAAGAAHAAEIYNKDGHNKLDLYGKVDGLHYES
R ——--- - -CAAHAAEIYNEDGNELDLYGKVDGLHYFS

RLAFAGIKVGDYGS

AXAAAHAREIYNEDGHNELDLYGEVDGLEYES

AAEAAEIYNEDGHEKLDLYGKVDGLEYES
--RCRACGGIYNKDGNELDLYGKVDGLHEYFS
-~ - - CRACGGIYNKDGNKLDLYGKVDGLHYFS
-~ - AAHAAERI YNKDGNELDLYECKVDGLHYFS
---CRACGGIYNKDGNELDLYGKVDGLHEYFS

~--AAACGGIYNKDENKLDLYGKVDGLHYFS
AAGAAHAAEIYNKDGNKLDLYGKVDGLHYFS
—-CAANAAEIYNEKDCHNKLDLYGKVDGLHYFS
AAHAARIYNEDGNKLDLYGKVDELHYFS
- ~—------CRACGGIYNEKDGNKLDLYGKVDELHYFS
——————- —-------CRACGGIYNKDGNKLDLYGKVDGLHYFS

o TN

T

(PAGIEVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGWT
(FAGIEVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGNWT
(FAGIEVGDYGSFDYGANYGULYDVEGNT
(FAGIEVGDYGSFDYGANYGULYDVEGNT
(PAGIEVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGWT
(FAGIEVGDYGSFDYGANYGULYDVEGNT
(FAGIEVGDYGSFDYGANYGULYDVEGNT
(FACIKVGDYGSFDYGANYGVLEDVEGNHT
\FAGIKVGDYGSFDYGRANYGVLYDVEGNT
\FAGIKVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGNWT
\FAGIKVGDYGSFDYGRNYGALYDVEGNWT
(PAGIEVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGWT
\FAGIKVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGNWT
\FAGIKVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGNWT
(PAGIRVGDYGSFPDYGRNYGALYDVEGHT
(PAGIEVGDYGSFDYGRNYGVLYDVEGWT

B4 T3 B5

DSDVREDNGDGFGLSTSYDFGHGISARAAYTS
DYRFDNGDGEGLSTSYDFGMGISARAAYIS
DVRFDNGDEFGLSTSYDFGMGIIARAAYTS
DVRFDNGDEFGLSTSYDFGMGIIARAAYTS
DVRPDNGDGFELSTS YDPGMGISAZAAYTS
DYRFDNGDGEGLSTSYDFGMGIZARAAYTS
DVRFDNGDEFGLSTSYDFGMGIIARAAYTS
DVRFDNGDEFGLSTSYDFGMGIIARAAYTS
DVRPDNGDGFELSTS YDPGMGISAZAAYTS
DVRFDNGDGFGLSTS YDFGMGISAAAAYIS
DYRFDNGDGFGLSTSYDFGMGISARAAAYTS
DYRFDNGDGFGLSTSYDFGMGISARAAAYTS
DYRFDNGDGEGLSTSYDFGMGIZARAAYTS
DVRFDNGDGFGLSTFYDFGMGISAAAAYTS
DVRFDNGDGFGLSTSYDFGMGISARAAAYTS
DYRFDNGDGFGLSTSYDFGMGISAAAAYTS
DYRFDNGDGEGLSTIYDFGMGIIARAAYTS

B1 L1

DMLPEPGEDSYTYADNFMAGRANGVATYRES
DMLPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMLPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMLPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMLPEPGEDSYTYADNFPMAGRANGVATYRES
DMLPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMLPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMIPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMIPEFGGDIYTYADNIMAGRANGVATYRNS
DMIPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMIPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMLPEPGEDSYTYADNFPMAGRANGVATYRES
DMIPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMIPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMIPEPGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNS
DMLPEPGEDSYTYADNFPMAGRANGVATYRES

L3

SDSEKDGDOTYLRFGFEGETQINDNLTGYGOWEYNVOANNTETS
SDSKEDEDQTYLRFGFEGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETS SDQANTRLAETE
SDSEEDGEDQTYLRFGFEGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETS SDQAWTRLAE
SDSKEDGDQTYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQANTRLAE
SDSKEDGDQTYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQANTRLAE
SDSKEDGDQTYLRPGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQANTRIAE
SDSEKEDGDQTYLRPEFECETQINDMLTGYCQWEYNVQANNTETS SDQANTRELAE
SDSKEDGDQTYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQANTRLAE
SDSKEDGDQTYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQANTRLAE
SDSKEDGDQI¥LRFGFRCETQINDMLIGYCQWEYNVQANNTETSSDQANTRLAE
SDSKEDGDQIYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQAWTRLAE
SDSKEDGDQIYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQAWTRLAE
SDSKEDGDQTYLRPGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQANTRIAE
SDSKEDGDQTI¥LRFGFRCETQINDMLTIGYCGQWEYNVQANNTETSSDQANTRLAE
SDSKEDGDQIYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQAWTRLAE
SDSKEDGDQIYLRFGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQAWTRLAE
SDSKEDGDQTYLRPGFRGETQINDMLTGYGQWEYNVQANNTETSSDQANTRIAE

SDQAWTRLAT

B6

p2

T4

T2

B7

B3

FDYGREYGYLYDVEGWTRNLFEFGGDSYTVADN FHAGRARG VATTRNSDFFOLVEGLRFALQVYQGKNEGQNAQDINVGTHNRS
DFFGLVEGLEFALQYQGENEGQNAQDINVGTHNNRSsDSD 156
DFFGIVEGLNFALQYQGXNEGQNAQDINVGTNNRSSDS
DFEGLVEGLEFALQYQGENEGQNAQDINVGTNNRSSDS
DFEGLVEGLENFALQYQGENEGQNAGDINVGTNNRSSDS
DFFGLVEGLEFALQYQGXNEGQNAQDINVGTNNRSSDS
DFEGLVEGLEFALQYQGENEGQNAQDINVGTNNRSSDS
DFEGLVEGLEFALQYQGENEGQNAQDINVGTNNRSSDS
DFFGIVEGLNFAIQY¥RGENEGRNARDINVGTNNASSDS
DFEGIVEIGLNTAIQYRGENCGRNARDINVGTNNRSSDS
DFFGLVEGLENFALQYQGENEZGRNAQDINVETHNRS SDS
DEFGLVEGLNFALQYQGENEGQNAQDINVGTHNNRSISDS
DFFGIVEGLEFALQYQGKNEGQNAQDINVGTHNRS
DFFGLVEGLNFALQYQGENEZGQRNAQDINVGTHNRS SDS
DFFGLVEGLENFALQYQGENEZGRNAQDINVETHNRS SDS
DFFGIVEGLNFALQYQGXNEGQNAQDINVGTHNNRSSDS
DFFGLVEGLNFALQYQGENEGQNAQDINVGTNNRSSDS

L2

sDsD

L4

SDRTHDQMX XXX TQTNARGDEAEAWTAGLEYDANDIYLATMYSETRNMTP YONXX XK KADGVANKTQNT
SDRTCDQQEYTETEAYARGDKADAWTAGLEKYDANDIYLATMYSET
SDRTNDQM- -~ - TQTNARGDKAZAWTAGLEKYDANDIYLATMYSET
SDRTNDQM- -~ - TQTNARGDKAZAWTAGLEKYDANDIYLATMYSET
SDRTNDQM----TQTHNARGDKAEAWTAGLEKYDANDIYLATMYSET
SDRTNDQM- -~ -TQTHNARGDKAZAWTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDRTGDQQHEYTHTERYARGDKADAWTAGLEKYDANDIYLATMYSET
SDRTGDQQUHYTHTERYARGDKADAWTAGLEKYDANDIYLATMYSET
SDRTGDQQHYTHTERYAKGDKADAWTAGLEKYDANDIYLATMYSET
SDRINDQM----TQTHARGDKAEAWNTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDATNDQM----TQTHARGDKAEAWTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDATNDQM----TQTHARGDKAEAWTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDRTGDQQEYTHTCRYARGDKADAWTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDRTGDQQUHEYTHTERYAKGDKADANTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDATGDQQEYTHTERYARGDKADAWNTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDATNDQM----TQTHARGDKAEAWTAGLEYDANDIYLATMYSET
SDRTGDQQEYTHTCRYARGDKADAWTAGLEYDANDIYLATMYSET

BNMIPYCSTSSTHCCEIANKIQNE  ,
REMIPYGN------DGVANKIQHNE
REMIPYGN------DGVANKIQNE
REMTRPYEN-——— - -DEVANKIQNE
ANMIPYGN------DGVANKIQNE
RNMIPYGSTSSINGGGIANKIQNE
RNMIPYGSISSINGGGIANKIQNE
REMTPYCSTSSTNGGEIANKIQNE
RNMIPYGN------DGVANKIQNE
ANMTIPYGN------DEVANKIQNE
ANMTIPYGN------DEVANKIQNE
ANMIPYGIISSINGGGIANKIQNE
RNMIPYGSISSINGGEIANKIQNE
ANMTIPYGSTSSTHNGGEIANKIQNE
ANMTIPYGN------DEVANKIQNE
ANMIPYGIISSINGGGIANKIQNE

L4 T5

B8

FMWFEVTAQVOFDFGLREATL
Wt

®pl
®p2
®p3
Xp2
XpS
Rp&
Kp7
®p2

B9

p12 T7 B13

L5

B10

T6

L7 p14

T8

B15

B11

L8

SYLOSEGKDLYNNGRYADKDLVEYMDVGATY YENRNMS TY VDY RINLLDGRD XA XXX XXX AL AR HLL
EVIAQY¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADEDLVEYMDVGATYYFNRNMSTYVDYKINLLDGNDKFYEDNGISTDRIVALGLV¥QF
EVIAQY¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNHGRYADEDLVEYMDVGATYYFNRNMSTYVDYKINLLDGNDE
EVIAQ¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADKDLVKYMDVGATYYFNRNMSTYVDYKINL - ——
EVIAQYQFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADKDLVEYMDVGATYYFNRNMSTYVDYKINL ———
EVIAQY¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADEDLVKYMDVGATY YFHRNMSTYUDYKINL-—————
EVIAQ¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADEDLVKYMDVGATYYFHNRNMSTYUDYKINLLDGND -
EVIAQY¥QFDEGLRPAISYLQSKGEDLEN
EVIAQYQFDFGLRPAISYLQSKGEDLYN
EVIAQYQFDFGLRPAISYLQSKGEDLYN
EVIAQYQFDFGLRPAISYLQSKGEDLYN
EVIAQYQFDFELRPAISYLQSKCEDLYNHGRYADEDLVEYMDVGATYYPNRNEMSTYVDYKINLLDGEDK
EVIAQY¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNHGRYADEDLVEYMDVGATYYFNRNMSTYVDYKINLLDGNDE
EVIAQYQFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADKDLVEYMDVGATY YFNRNMSTYVDYKINL - —————
EVIAQYQFDFGLRPAISYLQSKGKDLYNNGRYADEDLVKYMDVGATYYPNRNMSTYVDYKINLL —
EVIAQY¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADKDLVKYMDVGATYYFNRNMSTYVDYKINLLDGND -
EVIAQY¥QFDFGLRPAISYLQSKGEDLYNNGRYADEDLVKYMDVGATYYFHNRNMSTYUDYKINLLDGND -

L6 B12

EX XL LEL

Anexos

llustracdo 2. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da porina OmpK37, com a estirpe de referéncia
Accession n® AJ011502. Numerag&o aminoacidica desde o coddo de iniciagcao (Met).
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XA XA AXAXHALLVAGAANAAEIYNKDGNKLDLYGKIDGLHYFSDDKSVDGDOTYNRVOVKGETQIRDOLTOYGOWEYNVOQANRTESS SDQAWTRLAE
MEVEVLSLLVPALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGKIDGLEYFSDDKESVDGDQTYMRVEVEGETQINDQLTIGYGQWEYNVQANNTE SIS SDQAWTRLAISH
~-------LVPAILLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGKIDGLHEYFSDDESVDEDQTYMRVGVEGETQINDQLIGYGQNEYNVQANNTESISDQANTRLIAL
~------LLVPALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGEIDGLHEYFSDDESVDGDQTYMAVEVEGETQINDQLICYCQNEYNVQANNTESSSDQANTRLAL
——————— ALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGEIDGLEYFSDDESVDGDQTYMAVEVEGETQINDQLIGYCQNEYNVQANNTESSSDQANTRLAL
—————— PALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGKIDGLEYFSDDESVDEDQTYMRVEVEGETQINDQLIGYGQWNEYNVQANNTESISDQANTRLAL
——— - PALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGKIDGLEYFSDDESVDEDQTYMRVEVEGETQINDQLIGYGQWNEYNVQANNTESISDQANTRLAL
e [, ————————————— —————————— --QANNTESSSDQAWTRIAZ
B ALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGEIDGLEYFSDDESVDGEDQTYMAVEVEGETQINDQLICYCQNEYNVQANNTESSSDQANTRLAL
—————— -LLVAGAANAAEIYNEDGHNELDLYGEIDGLHEYFSDDESVDGDQTYMRAVGVEGETQINDQLTIGYGQWEYNVQANNTESS SDQANTRELAL
---LLVPALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGEIDGLHEYFSDDESVDGDQTYMAVEVEGETQINDQLIGYCQNEYNVQANNTESSSDQARTRIAL
-LLVAGAANAAEIYNEDGHNELDLYGEIDELHYPSDDESVDGDQTYMRLGVEGETQINDQLTIGYGQWEYNVQANNTE SS SDQANTRLAL
B ALLVAGAANAAEIYNEDGNKLDLYGKIDGLEYFSDDESVDEDQTYMRVEVEGETQINDQLTIGYGQWNEYNVQANNTESISDQANTRLAL
——— - VEALLVAGAANAAEIYNEDGNEXDLYGEIDGLEYFSDDESVDGDQTYMAVEVEGETQINDQLIGYGQNEYNVQANNTESS SDQANTRIAL
- VEPALLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGEIDGLEYFSDDESVDGDQTYMAVEVEGETQINDQLIGYGQNEYNVQANNTESS SDQANTRLAL
-LLVAGAANAAEIYNEDGNELDLYGEIDGLHYFSDDESVDGDQTYMAVGVEGETQINDQLIGYGQWEYNVQANNTESS SDQANTRELAL
AILVAGAANAAEIYNKDGNKLDLYGKIDGLHEYFSDDKSVDGDQTYMRVEVRGETQINDQLTGYGQWEYNUQANNTE SSSDQANTRIAL

o TN J |
™ g1 L1 g2 T2 B3 L2

RLAFAGLKFGDAGSFDYGRNYGVVYDVTSEWTDVLPEFGGDTYGCSDNFLOS RANGVATYRNSDFFGLYVDGLNFALQYQGKNGSVSGEGALSPTHNNGRTALKQ
AFAGLEFGDAGS FDYGRNYGVVYDVISWNIDVLEEFGGDTYGSDNFLQS RANGVATYRNSDFFGLYDGLNFALQYQGENCIFPSCECALSETNNGRTALRY 156
AFAGLEFGDAGSFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSAANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGSVSGEGT -SETNNGRGALEQ
LPAGLEFGDAGS FDYGRNYGVVYDVTSWIDVLPE FGGDTYGSDNPLQS RANGVATYRNSDFPGLVDGINFALQYQGRNGIESGEGALSETNNGRTALRQ
AFAGLEFGDAGIFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGIVSGEGALSPTHNNGRTALEQ
AFAGLEFGDAGSFDYGANYGVVYDVISWIDVLPEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGCIVSGCEGA-—-THHGRGHIKQ
AFAGLEFGDAGSFDYGANYGVVYDVISWNIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLYDGLNFALQYQGENGSFSCEGALSETHNNGRTALEQ
APAGLEFGDAGS FDYGRNYGVVYDVTISWIDVLEPE FECDTYGSDNPLQS RANGVATYRNSDFPGLVDELNFALQYQERNCIVSCECALSETHNNGRTALED
AFAGLEFGDAGS FDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFEGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGRTLLCSIRVETAASAAKVLLRETTIVVALENRT
AFAGLEFGDAGSFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGIPSGEGALSPTHNNGRTALKQ
AFAGLEFGDAGSFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGIPSGEGALSPTHNNGRTALEQ
AFAGLEFGDAGIFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQIRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGIVSGEGALSEPTHNNGRTALEQ
AFAGLEFGDAGSFDYGANYGVVYDVISWNIDVLPEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLYDGLNFALQYQGENCIVSCEGALSETHNNGRTALEQ
AFAGLEFGDAGSFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGIVSGEGT-SPTHNNGRGALEQ
AFAGLEFGDAGIFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGIVSGEGALSPTHNNGRTALEQ
AFAGLEFGDAGSFDYGRNYGVVYDVISWIDVLEEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGENGIVSGEGALSPTHNNGRTALEQ
LFAGLEFGDAGSFDYCANYGVVYDVISXIDVLEEFCCDTYCSDNFLQS AANGVATYRNSDFFCLYDCLNFALQYQCENCIVSCECT-SPTHNNCGRCALED

(| Je— |
B4 T3 B5 L3 pé T4 B7 L4

LEQNGDGYGTSLTYDIYDGISAGFAYSHSERLGDONRSKLALGRGDNAETYTGGLKYDANNIYLATOYTOQTYRATRAGS LGFANKAQNFEVTAQXYQFEDEGL
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llustracdo 3. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da porina OmpK36, com a estirpe de referéncia
Accession n°® ABR 78053. Numerag&o aminoacidica desde o cod&o de iniciagédo (Met).
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llustracdo 4. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da porina OmpC, com a estirpe de referéncia
Accession n® U00096.3. Numeracéo aminoacidica desde o coddo de iniciagdo (Met).
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llustragdo 5. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da porina OmpF, com a estirpe de referéncia
Accession n® U00096.3. Numeragéo aminoacidica desde o cod&o de iniciagédo (Met).
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llustragcado 6. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas da porina Omp36, com a estirpe de referéncia
Accession n°® CP002824.1. Numeracao aminoacidica desde o cod&o de iniciacdo (Met).





