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resumo

A estirpe Serratia fonticola UTAD54 foi isolada no ambito de um estudo
realizado com o objectivo de analisar a presenca e disseminacao de genes de
resisténcia a antibiéticos, em bactérias de aguas de consumo. Verificou-se que
esta estirpe € resistente a diversos antibiéticos do grupo dos beta-lactamicos,
nomeadamente as penicilinas e aos carbapenemos. No ambito deste estudo
foi detectada a producdo de uma metalo-beta-lactamase denominada Sfhl,
responsavel pelo fenétipo de resisténcia aos carbapenemos (Saavedra, 2000).
O objectivo principal do presente trabalho é caracterizar os mecanismos
responsaveis pela resisténcia as penicilinas na estirpe S. fonticola UTAD54.
Um clone resistente a carbenicilina foi seleccionado a partir de uma biblioteca
genomica desta estirpe. O DNA plasmidico recombinante foi extraido e
analisado, e a sequéncia nucleotidica de um fragmento com cerca de 1,7 Kb
foi determinada. A andlise desta sequéncia permitiu detectar a presenca de
uma ORF constituida por 927 nucleétidos que codifica um péptido com cerca
de 30,7 KDa. O valor do ponto isoeléctrico desta proteina foi estimado em
7,95. A sequéncia de aminoacidos deduzida revelou um elevado grau de
homologia com as sequéncias das 5 carbapenemases de classe A conhecidas,
nomeadamente KPC-1 (66 %), NMC-A (59 %), IMF1 (59 %), Sme-1 (59 %) e
Sme-2 (60 %). A similaridade entre estas enzimas e a enzima SFC-A foi
confirmada pela elaboracao de alinhamentos multiplos das sequéncias de
aminoacidos e pela construcdo de uma arvore filogenética. Os motivos
conservados caracteristicos das beta-lactamases de classe A, incluindo o
motivo SXXK no local activo, foram identificados na sequéncia aminoacidica
da enzima SFC-A. No terminal aminico foi identificado um péptido sinal,
provavelmente envolvido no transporte da proteina para o espacgo
periplasmico. A montante dos genes que codificam as carbapenemases de
classe A foi detectado um gene que codifica para uma proteina reguladora. No
caso do gene sfcA as experiéncias realizadas ndo permitiram confirmar a
presenca de um gene homdlogo em termos funcionais.

O fendtipo de resisténcia conferido pela enzima SFC-A quando expressa em
E. coli inclui o imipenemo, a carbenicilina, a amoxicilina, a piperacilina, a
cefalotina, e o aztreonamo. Por outro lado verifica-se que a actividade
hidrolitica desta enzima é inibida pelo acido clavulanico e pelo tazobactam.
Este perfil de substratos e inibidores é semelhante ao descrito para as
carbapenemases de classe A previamente caracterizadas.

A enzima SFC-A é a sexta carbapenemase de classe A caracterizada até ao
momento. E a primeira vez que uma beta-lactamase com estas caracteristicas
€ identificada num isolado ambiental. Por outro lado, trata-se da primeira vez
que é detectada a producdo de uma metalo-beta-lactamase e de uma
carbapenemase de classe A pela mesma estirpe bacteriana.

Finalmente, utilizaram-se métodos estabelecidos de tipagem genética com o
objectivo de proceder a uma caracterizagdo molecular preliminar da estirpe S.
fonticola UTAD54. Pretendeu-se, essencialmente, optimizar as condi¢ées a
utilizar em estudos posteriores. Os resultados obtidos permitiram verificar que
as técnicas de PFGE e ribotipagem séo adequadas aos objectivos propostos
devido a sua elevada reprodutibilidade e ao seu poder discriminatério.



abstract

In previously reported experiments, accessing the presence and dissemination
of resistance genetic determinants in drinking water bacteria, a carbapenem
resistant Serratia fonticola strain was isolated. This strain, designated S.
fonticola UTAD54, was also resistant to penicillins. Those studies reported that
S. fonticola UTAD54 produces a metallo-beta-lactamase named Sfhl,
responsible for the carbapenem resistance phenotype observed (Saavedra,
2000).

The work here described intends to characterize the mechanisms responsible
for the penicillin resistance phenotype. A carbenicillin resistant E. coli
transformant was obtained from a S. fonticola UTAD54 genomic library and the
correspondent recombinant plasmid DNA extracted and analysed. The
nucleotidic sequence of a 1,7 Kb fragment was determined and the presence of
a beta-lactamase gene (named sfcA) confirmed. The ORF includes 927
nucleotides and encodes a 30,7 KDa protein (SFC-A), with an estimate pl of
7,95. The deduced amino acid sequence shows a high degree of homology
with the 5 known carbapenem-hydrolyzing class A beta-lactamases, namely
KPC-1 (66 %), NMC-A (59 %), IMI-1 (59 %), Sme-1 (59 %) and Sme-2 (60 %).
This similarity was confirmed by multiple sequence alignment studies and by
the construction of a phylogenetic tree. The conserved sequences
characteristic of class A beta-lactamases, including the SXXK motif in the
active site, were all identified in the amino acid sequence of SFC-A. A signal
peptide was identified consistent with a probable periplasmic location of this
protein. It was not possible to confirm the presence of a regulatory protein gene
upstream of sfcA, similar to that reported to the class A carbapenemases.

The resistance phenotype conferred by SFC-A includes imipenem,
carbenicillin, amoxicillin, piperacillin, cephalotin, and aztreonam and its activity
is inhibited by clavulanic acid and tazobactam. Those results are similar to that
reported for the previously described class A carbapenemases.

The enzyme SFC-A, here described, is the 62 class A carbapenemase
characterized until now. To our knowledge it is the first time that such an
enzyme is identified in an environmental isolate. Aditionally this is the first
report of a strain producing a metalo-beta-lactamase and a class A
carbapenemase.

Finally, molecular typing methods were used in order to obtain a preliminary
molecular characterization of the strain S. fonticola UTAD54. An optimisation of
the conditions used was accessed. The results obtained revealed that PFGE
and ribotyping techniques are very useful for the mentioned proposes due to
their reproducibility and discriminatory power.
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Introducéo

1. Agentes antimicrobianos

As designacbes “agente antimicrobiano” e “antibidtico” sdo, actualmente,
utilizadas com o mesmo significado. Em geral, aplicam-se para definir diversas
substancias organicas, de origem natural, sintética ou semi-sintética, que apresentem
propriedades antimicrobianas. As potencialidades terapéuticas destes compostos advém
do facto de possuirem uma toxicidade selectiva antibacteriana, podendo ser
administrados, no tratamento de doengas infecciosas, sem causar danos nas células do
hospedeiro (Russel et al., 1996).

A era moderna da terapia antimicrobiana iniciou-se com a introducdo das
sulfonamidas em 1936, e da penicilina em 1944 (Morris et al., 1998). Nos ultimos cinquenta
anos uma grande variedade de novas substancias com propriedades antimicrobianas
foram descobertas e purificadas. Hoje em dia vérias classes de antibidticos especificos
para determinados grupos bacterianos ou com um espectro de acc¢do alargado, com
diferentes mecanismos de accdo e diferentes propriedades farmacocinéticas estédo
disponiveis e sdo utilizados como agentes terapéuticos (Rolinson, 1998). Apenas nos
Estados Unidos da América, no ano de 1996, foram prescritos 160 milhdes de antibiéticos,
tendo sido produzidas cerca de 50 milhdes de toneladas destes medicamentos (Kotra et al,
1998). Surpreendentemente, cerca de metade dos agentes antimicrobianos produzidos
actualmente sdo utilizados em actividades como a agricultura e a pecuaria (Therrienet al.,
2000).

A descoberta e caracterizacdo de substancias com propriedades antimicrobianas e
a sua aplicacdo no tratamento de doencas infecciosas constitui, provavelmente, a
conquista mais relevante obtida pela medicina neste século (Cohen, 1992; Dax, 1997). A
guimioterapia antimicrobiana permitiu diminuir drasticamente a incidéncia de doengas
infecciosas, nomeadamente da pneumonia, tuberculose, meningite e colera, sendo por
esta razdo considerada um dos factores que mais contribuiu para o grande aumento da
esperanca média de vida, registado nas ultimas décadas, nos paises considerados
desenvolvidos (Cohen, 1992; Dax, 1997; Russel et al., 1996).



Introducéo

2. Resisténcia a agentes antimicrobianos

Perante a euforia desencadeada pela descoberta e utilizagdo dos primeiros
antibidticos acreditou-se, mesmo entre a comunidade cientifica, no total desaparecimento
das doencas infecciosas (Kotra et al., 1999; Salyers et al., 1997). Contudo, actualmente,
assiste-se, pelo contrario, ao ressurgimento de muitas delas (Kotra et al., 1999).
Frequentemente 0s microrganismos patogénicos adquiriram resisténcia aos antibioticos
normalmente utilizados no seu combate, sendo cada vez mais comum o aparecimento de
estirpes multiresistentes, tanto em ambientes hospitalares como em ambientes
comunitarios. Este facto contribuiu de um modo determinante para o retrocesso
inesperado verificado no combate as doencas infecciosas (Dever et al., 1991; Salyers et al,
1997).

Varios estudos que ilustram esta situacao tém sido publicados. Dados referentes a
1998 indicavam que cerca de 30 % das infecgdes causadas por Staphylococcus em Inglaterra
e no Pais de Gales eram devidas a estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA), em comparagdo com 2 % em 1994. De igual modo, um estudo efectuado nos
Estados Unidos entre 1979 e 1987 detectou apenas 0,2 % de estirpes de Pneumococcus
resistentes a penicilina, enquanto que o0 mesmo tipo de estudo realizado em 1994 detectou
cerca de 6,6 % de estirpes de Pneumococcus resistentes a este antibiotico (Tan et al, 2000).

No contexto da resisténcia bacteriana a agentes antimicrobianos é importante
distinguir a resisténcia intrinseca e a resisténcia adquirida. A resisténcia intrinseca é um
atributo inerente a um determinado género, espécie ou sub-espécie bacteriana (Kaye et al.,
2000). Como exemplo refira-se a resisténcia natural das bactérias gram-negativas a
vancomicina, resultante da impossibilidade deste antibidtico se difundir através da
membrana externa destas bactérias (Dever et al., 1991). Por outro lado, a resisténcia
adquirida manifesta-se devido a altera¢cdes ao nivel do genoma do microrganismo que
resultam num fendtipo de resisténcia a antibiéticos, aos quais a bactéria era previamente
susceptivel (Kaye et al., 2000). Varios tipos de beta-lactamases plasmidicas podem ser
referidos como exemplos de resisténcia adquirida (Sirot, 1995).

As bactérias desenvolveram diversos tipos de mecanismos para evitar a accao letal
dos antibidticos, nomeadamente a diminui¢do da concentracdo de antibiotico no meio
intracelular diminuindo o seu influxo através de modifica¢cbes na membrana externa (no

caso das bactérias gram-negativas) ou aumentando o efluxo através de transportadores
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especificos; a inactivagdo do antibidtico através da producdo de enzimas hidroliticas
eficazes e a alteracdo ou eliminacdo do alvo sobre o qual o antibi6tico actua de modo a
reduzir a sua susceptibilidade (Dever et al., 1991). As bactérias podem possuir e combinar
diferentes tipos de mecanismos contra um sO agente antimicrobiano ou, por outro lado,
um unico mecanismo pode conferir resisténcia a diferentes tipos de agentes
antimicrobianos (Dever et al., 1991; Kaye et al., 2000).

Os determinantes genéticos destes mecanismos terdo sido originalmente
adquiridos por estirpes produtoras de antibiéticos, como mecanismo de autodefesa, ou
por microrganismos que partilham o nicho ecolégico com estas estirpes (Davies, 1994). A
pressdo selectiva originada pelo uso de antibiéticos nas ultimas décadas favoreceu a
evolucéo de genes de resisténcia ja existentes em microrganismos ambientais (Heinemann
et al., 2000). A colonizacdo de ambientes aquaticos, do solo, de hospedeiros humanos e
animais pelo mesmo pool de microrganismos contribuiu, de forma determinante, para a
disseminacdo deste tipo de genes em todos estes ambientes (Hawkey, 1998).

Actualmente, dois aspectos relativos ao aparecimento de estirpes bacterianas
resistentes a agentes antimicrobianos sdo considerados especialmente preocupantes. Em
primeiro lugar de referir o facto de estirpes patogénicas, causadoras de doencas
infecciosas de grande impacto na saude publica, terem desenvolvido resisténcia a
antibioticos normalmente utilizados no seu combate. Como exemplos refira-se que nos
altimos anos foram isoladas estirpes do género Pneumococcus resistentes a penicilina,
estirpes de Salmonella typhimurium e de Mycobacterium tuberculosis multiresistentes,
estirpes de S. aureus resistentes a meticilina e multiresistentes e estirpes dos géneros
Enterococcus e Staphylococcus resistentes a vancomicina (Hart, 1998). Dados recentes
estabelecem uma relacédo directa entre o uso de antibidticos, por vezes indiscriminado,
especialmente em ambientes hospitalares, e 0 aumento da frequéncia de estirpes
resistentes. A concordancia geogréafica e temporal destes acontecimentos evidencia esta
relacdo (Guillemot, 1999; Heinemann et al., 2000). Em segundo lugar de salientar a rapida
disseminacdo dos genes que determinam as resisténcias referidas, que se verifica ndo so
entre microrganismos pertencentes a0 mesmo genero ou espécie, mas também entre
microrganismos filogeneticamente distantes (Mazodier et al., 1991). Uma das razfes que
contribui para esta rapida disseminacao é o facto de muitas vezes estes genes aparecerem
associados a elementos geneticamente moveis, nomeadamente plasmideos, transposdes e

integrées (Tan et al., 2000). A transferéncia de genes associados a mecanismos de



Introducéo

resisténcia intrinsecos de estirpes ambientais para microrganismos patogénicos tem sido
descrita por varios autores (Hart, 1998; Hawkey, 1998).

Devido ao aparecimento de estirpes resistentes, o tratamento de infecgdes
causadas por estes microrganismos tornou-se mais dificil e dispendioso (Dever et al., 1991,
Struelens, 1998). A répida disseminacdo e dificil controlo de estirpes resistentes em
ambientes hospitalares ou comunitarios tem sido a causa de muitas mortes nas ultimas

décadas (Tan et al., 2000).

3. Antibidticos beta-lactamicos

Os antibidticos incluidos no grupo dos beta-lactamicos tém sido amplamente
utilizados como agentes terapéuticos desde a segunda guerra mundial, essencialmente
devido as elevadas selectividade e eficacia e a baixa toxicidade que apresentam (Kotra et
al., 1999). Actualmente os antibioticos beta-lactamicos constituem o grupo de agentes
antimicrobianos mais utilizado, representando cerca de 50 % do mercado mundial de
comercializacdo de antibioticos (Page, 1999). Foram descritas mais de 40 moléculas de
beta-lactamicos, estruturalmente diferentes. A maioria delas é utilizada para fins
terapéuticos (Therrien et al., 2000).

O primeiro antibiotico beta-lactdmico caracterizado e utilizado no tratamento de
doencas infecciosas foi a penicilina. Em 1928 Alexander Fleming constatou que um fungo
pertencente ao género Penicillium produzia esta substancia antibacteriana, responsavel
pela lise de col6nias de Staphylococcus (Fleming, 1929; Kotra et al., 1998; Rolinson, 1998).
Nesse mesmo ano estudos desenvolvidos por Fleming demonstraram que a penicilina era
excretada para o meio de cultura e apresentava baixa toxicidade quando injectada em
ratos. Nao foram, no entanto, desenvolvidos estudos com animais infectados, ficando
assim por elucidar as propriedades quimioterapéuticas desta substancia in vivo (Dax,
1997; Demain et al., 1999; Fleming, 1929). Finalmente em 1940 Ernst Chain e colaboradores
demonstraram a elevada eficiéncia da penicilina no tratamento de uma infec¢do causada
por bactérias do género Streptococcus em ratos. Pouco tempo depois a penicilina era
utilizada como agente antimicrobiano em humanos, com resultados surpreendentes
(Chainetal., 1940; Dax, 1997; Demain, 1999; Kotra et al, 1998).

Nos anos 50 o grupo dos beta-lactamicos compreendia apenas dois compostos: a

penicilina G e a penicilina V. No inicio dos anos 60 este grupo de antibioticos foi objecto
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de diversos estudos, em parte devido ao sucesso da penicilina, que culminaram com o
desenvolvimento das penicilinas semi-sintéticas e das cefalosporinas semi-sintéticas
(Rolinson, 1998).

A designacdo beta-lactdmicos advém do facto dos compostos incluidos neste
grupo possuirem na sua estrutura um anel beta-lactamico. Estes antibioticos actuam ao
nivel do metabolismo da parede celular das bactérias inibindo a biosintese do

peptidoglicano (Crowder et al., 1999).

3.1 Familias de antibiodticos beta-lactamicos

Actualmente, os antibidticos beta-lactamicos incluem varios grupos de compostos,
e desempenham um papel preponderante no tratamento de doencas infecciosas causadas
por microrganismos tanto gram-positivos como gram-negativos (Page, 1999).

Em termos de classificacdo € comum subdividir o grupo dos beta-lactamicos em
familias que incluem substancias com grandes afinidades estruturais (Fig. 1) (Rolinson,
1998).

O primeiro antibi6tico beta-lactamico utilizado como agente terapéutico foi, como
anteriormente referido, a penicilina. Devido ao aparecimento de resisténcias a penicilina,
a partir de 1950 foram desenvolvidas as penicilinas semi-sintéticas com espectro de ac¢do
alargado, nomeadamente a meticilina, a ampicilina e a oxacilina. As cefalosporinas semi-
sintéticas de 12 geracao (cefalotina , cefaloridina) resistentes as beta-lactamases conhecidas
na época e eficazes contra bactérias gram-negativas, foram também introduzidas. A partir
de 1970 surgiu a segunda geracdo de cefalosporinas nomeadamente a cefazolina e
compostos pertencentes a terceira geragdo tais como a cefoxitina. Nesta década foram
também introduzidas penicilinas de espectro alargado tais como a ticarcilina (Bush et al,
1998a; Demain et al., 1999; Medeiros, 1997; Rolinson, 1998).
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Na década de 80 surgiram as classes dos monobactamicos (aztreonamo) e dos
carbapenemos (imipenemo e meropenemo), em geral resistentes a ac¢do das beta-
lactamases. Foram também aprovadas para uso terapéutico as cefalosporinas de espectro
alargado incluidas na 32 geracdo, nomeadamente cefotaxima, ceftazidima, cefoperazona e
ceftriaxona, e a penicilina de espectro alargado piperacilina (Bush et al, 1998a; Demain et

al., 1999; Norrby, 1995).

3.2 Modo de accdo dos antibiéticos beta-lactamicos

Lederberg demonstrou, em 1957, que bactérias normalmente susceptiveis a
penicilina, sobreviviam na presenca deste composto se o meio de cultura fosse
hiperténico. Os microrganismos crescidos nestas condi¢fes formavam protoplastos
(células desprovidas de parede) e lisavam quando transferidos para um meio normal.
Concluiu-se que a penicilina impedia a sintese da parede celular (Dax, 1997).

Para além de ser responsavel pela morfologia celular, a parede constitui uma
proteccdo mecanica eficaz, que evita a ruptura osmética da célula em ambientes
hipoténicos. Por outro lado funciona como barreira de protec¢do contra agressdes
externas, como alteracdes de pH ou de temperatura e evita a entrada de enzimas ou
toxinas, prejudiciais ao normal funcionamento da célula. O impedimento da sintese da

parede bacteriana implica, por estas razdes, a lise celular (Dax, 1997).
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A manutencdo da integridade da parede celular constitui um processo dinamico.
Durante o crescimento e, posteriormente, durante a divisdo celular, é constante a sintese
de novos constituintes da parede e a eliminagéo de outros.

O perfil estrutural e a composi¢cdo quimica da parede celular de bactérias gram-
negativas e grampositivas apresentam, como se sabe, varias diferencas. No entanto, em
ambos 0s casos 0 componente estrutural que contribui para que a parede possua a
resisténcia mecanica mencionada é o peptidoglicano. Este heteropolimero € constituido
por cadeias lineares de dois agucares aminados, a N-acetilglucosamina (NAG) e o acido
N-acetilmuramico (NAM), dispostas alternadamente e unidas por liga¢des glicosidicas. A
cada molécula de NAM, atraveés de uma ligacdo amida, ligam-se cadeias peptidicas
constituidas por aminoécidos modificados tais como a D-alanina. As cadeias peptidicas
pertencentes a cadeias lineares vizinhas estabelecem entre si pontes interpeptidicas (cross-
linking). Esta reaccdo de transpeptidacdo constitui o passo final da biossintese do
peptidoglicano e confere resisténcia a parede bacteriana. As enzimas que catalisam esta
reaccdo sdo normalmente designadas PBPs (Penicillin Binding Proteins) devido a sua
capacidade para se ligarem a moléculas de penicilina. As PBPs possuem actividade
essencialmente de carboxipeptidases e de transpeptidases e estdo envolvidas em varios
passos do processo de construcdo, manutencao e regulacdo da matriz de peptidoglicano
(Bush et al., 1998b; Dever et al,, 1991; Kotraet al., 1999; Spratt, 1994).

No decorrer da sintese da matriz de peptidoglicano a reac¢do de ligacdo de duas
cadeias vizinhas implica acilacdo de um residuo de serina presente no local catalitico das
PBPs. Apds a formacdo do complexo enzima-D-Ala-D-Ala de uma molécula de
peptidoglicano, o processo catalitico € concluido com a ligagdo a cadeia peptidica de um
segundo residuo (cross-linking). Este processo da finalmente origem a rede de
peptidoglicano (Bush et al., 1998b; Dever et al., 1991; Kotra et al., 1999; Kotra et al., 1998).

Estudos efectuados por Tipper e Strominger sugerem que a estrutura central da
molécula de um antibiodtico beta-lactdmico é semelhante a estrutura tridimensional da
regido terminal da molécula de peptidoglicano, nomeadamente a porcéo acil-D-Ala-D-Ala
(Tipper et al., 1965). Esta é a razdo pela qual as PBPs reconhecem as moléculas de
penicilina (assim como as de outros antibidticos deste grupo) e se ligam a elas,
confundindo-as com o seu substrato habitual. No entanto, quando ocorre a ligacao
covalente de uma PBP a um antibiético beta-lactamico, o complexo enzima-antibiético

gue se forma apos a reacgdo de acilagdo torna a enzima incapaz de proceder ao segundo
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passo catalitico descrito, resultando na inibicdo irreversivel da enzima (Crowder et al,
1999; Kotraet al, 1999; Kotraet al., 1998).

A estrutura e composicdo da molécula de peptidoglicano apresenta aspectos,
nomeadamente a presenca de Daminoéacidos, que sdo especificos das bactérias o que

contribui para a elevada especificidade dos antibioticos beta-lactamicos (Bush et al., 1997).

3.3 Mecanismos de resisténcia a antibioticos beta-lactamicos

No ponto 2 deste capitulo referiu-se o aparecimento de resisténcias a antibidticos e
as implicacdes dessas resisténcias em termos de saude publica. Como descrito
anteriormente os antibioticos beta-lactamicos representam, devido a sua eficacia e baixa
toxicidade, um dos grupos de antibidticos mais utilizados actualmente. A eficiéncia
antibacteriana de um dado antibidtico beta-lactdmico depende da sua capacidade para se
difundir através da membrana celular, da afinidade do antibiotico para as enzimas alvo
(PBPs), e da sua estabilidade a enzimas hidroliticas bacterianas (Dever et al., 1991).

O uso frequente e muitas vezes abusivo dos antibidticos beta-lactamicos nos
altimos 50 anos contribuiu largamente para o aperfeicoamento, por parte das bactérias, de
diversos mecanismos de resisténcia a estes antibioticos (Kotra et al., 1999).

Estdo descritos 4 tipos de mecanismos de resisténcia a antibiéticos beta-lactamicos:
degradac¢do enzimatica mediada por beta-lactamases, alteracao das proteinas bacterianas
gue constituem o alvo da ac¢do antimicrobiana (PBPs), alteracdo da permeabilidade da
membrana e desenvolvimento de sistemas eficazes de efluxo. A hidrolise do anel beta-
lactdmico por enzimas especificas (beta-lactamases) constitui 0 mecanismo de resisténcia a
antibioticos beta-lactdamicos mais comum e eficiente.

Apresenta-se a seguir uma descri¢cdo sumaria dos mecanismos referidos, dando-se
especial relevancia a producéo de beta-lactamases, uma vez que estas enzimas constituem

0 objecto de estudo do trabalho aqui apresentado.

3.3.1 Reducéo da permeabilidade da membrana externa

A entrada de nutrientes nas células bacterianas gram-negativas é assegurada pela
presenca, na membrana externa, de proteinas especificas, designadas porinas, que estao

implicadas na formacao de canais. Estes canais permitem a difusdo de nutrientes e outras
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substancias (incluindo antibiéticos) entre 0 meio extracelular e o espago periplasmico
(Nikaido, 1994).

A difusdo dos antibiéticos beta-lactamicos pode ser limitada pela estrutura da
molécula de antibiotico ou pela sua carga. Alteracdes na permeabilidade da membrana
diminuem o influxo do antibidtico e, consequentemente, a sua concentracdo no espago
periplasmico (Cornaglia et al., 1992; Dever et al., 1991). Este tipo de mecanismo de
resisténcia € comum, por exemplo, em estirpes de Pseudomonas aeruginosa. Os
microrganismos incluidos nesta espécie possuem um reduzido namero de porinas na
membrana externa sendo, por esta razdo, intrinsecamente resistentes a muitos
antibidticos. Neste caso a entrada de nutrientes faz-se através de canais especificos
(Nikaido, 1994).

Para além da reducdo do numero de porinas, a resisténcia a determinados
antibidticos pode ser adquirida por perda de uma porina especifica. Por exemplo, o
imipenemo € altamente eficaz contra P. aeruginosa pois difunde-se através do canal
especifico OprD, cuja funcdo fisiologica é o transporte de aminoacidos. Numa grande
percentagem dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo verifica-se a ndo
existéncia deste canal (Ochs et al, 1999). Muta¢cdes que reduzem a expressao de
determinados genes de porinas especificas tém também sido detectadas (Nikaido, 1994;
Ochs et al., 1999).

Este tipo de mecanismo nao é, normalmente, responsavel por elevados niveis de
resisténcia, uma vez que, apesar da reduzida permeabilidade, parte das moléculas de
antibidtico conseguem atingir o espago periplasmico. Elevados niveis de resisténcia
verificam-se em isolados em que ocorre a combinagdo de dois tipos de mecanismos,
nomeadamente a reducdo da permeabilidade da membrana e a producdo de beta-
lactamases (Martinez-Martinez et al., 1999). Em microrganismos com permeabilidade
reduzida a degradacdo enzimética € mais eficiente devido & menor concentracdo de

antibidtico no espaco periplasmico (Dever et al., 1991).

3.3.2 Alteracdo das moléculas alvo

A producdo de maiores quantidades de enzimas alvo (PBPs) diminui a
susceptibilidade a antibi6ticos beta-lactamicos (Henze et al., 1996; Liao et al, 1997). Este

tipo de mecanismo é no entanto pouco frequente. Por outro lado, a resisténcia a alguns
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antibioticos beta-lactamicos ocorre pela aquisicdo de um gene que codifica para uma
enzima alvo alterada, com menor afinidade para o antibidtico que a enzima normal.
Estirpes de S. aureus resistentes a meticilina tém sido frequentemente isoladas. Esta
resisténcia resulta da producdo de uma PBP2 alterada (denominada PBP2a ou PBP2’) que
apresenta uma afinidade reduzida para a meticilina (Dever et al., 1991; Komatsuzawa et
al., 1999). A producéo de enzimas alvo alteradas pode dever-se a aquisi¢cdo de novos genes
em plasmideos ou transposfes ou a mutagdes nos genes que codificam para as enzimas
normais. A resisténcia mediada pela alteracdo das PBPs tem sido descrita em bactérias
gram-negativas, nomeadamente Haemophilus influenza, Neisseria gonorrhoeae e, mais
frequentemente, em bactérias gram-positivas tais como Streptococcus pneumoniae, S. aureus
e Staphylococcus epidermidis (Spratt, 1994).

A alteracdo da estrutura das PBPs ao nivel do seu local catalitico afecta também a

funcdo normal destas enzimas. Por esta razdo, este mecanismo de resisténcia é pouco

frequente, especialmente em microrganismos gram-negativos (Kotra et al., 1999).

3.3.3 Mecanismos de efluxo

Os sistemas de transporte activo, que permitem o rapido efluxo das moléculas de
antibiotico, constituem um mecanismo de resisténcia eficaz em algumas estirpes
bacterianas. As proteinas envolvidas nos sistemas de efluxo estdo normalmente
localizadas na membrana citoplasmatica (Nikaido, 1994).

Geralmente a estrutura deste tipo de sistemas em bactérias gram-negativas
apresenta uma maior complexidade, devido a existéncia de uma segunda barreira
constituida pela membrana externa. Proteinas associadas as proteinas da membrana
citoplasmética fazem o transporte das moléculas de antibiético através do espaco
peripldsmico e da membrana externa. Neste grupo de bactérias este mecanismo de
resisténcia aparece muitas vezes associado a modificagbes na permeabilidade da
membrana, sendo que ambos 0s mecanismos sao responsaveis pela resisténcia intrinseca
das bactérias gram-negativas a varios antibidticos. Este mecanismo pode também
aparecer associado a producédo de beta-lactamases (Nakae et al., 1999; Nikaido, 1994).

Recentemente foram caracterizados sistemas de efluxo com afinidade para

diferentes grupos de antibioticos (Nikaido, 1998).
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4. Beta-Lactamases

No inicio dos anos 40 foi descrita uma enzima capaz de neutralizar a ac¢do
antimicrobiana da penicilina (Kirby, 1944). Curiosamente, este estudo foi publicado antes
da introducdo da penicilina como agente terapéutico, e da sua estrutura ser conhecida
(Bush et al., 1998a; Frere, 1995).

Em termos clinicos a importancia desta enzima, inicialmente denominada
penicilinase, foi considerada irrelevante, uma vez que a estirpe de Escherichia coli na qual
foi identificada ndo era originalmente susceptivel a penicilina. O primeiro problema
clinico surgiu no final dos anos 40 quando a terapia com penicilina falhou no tratamento
de infeccbes causadas por estirpes de S. aureus, atribuindo-se o facto a producao de uma
enzima similar (Frere, 1995).

Actualmente tornou-se evidente que a sintese de uma ou varias beta-lactamases
constitui um dos mais comuns e eficientes mecanismos de resisténcia desenvolvido pelas
bactérias para escapar a ac¢do letal dos antibidticos beta-lactamicos. As beta-lactamases
(EC 3.5.2.6) catalisam eficientemente a hidrolise irreversivel da ligacdo amida do anel
beta-lactamico, dando origem a produtos biologicamente inactivos (Fig. 2), (Crowder et
al., 1999; Matagne, 1998).
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Fig. 2 Esquema representativo da hidrolise da ligagdo —CO-N- do anel beta-lactamico de uma

penicilina (A) e de uma cefalosporina (B) por uma beta-lactamase (Dever et al., 1991).
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Verificou-se que este tipo de resisténcia era rapidamente seleccionado, podendo
p6r em causa a utilidade dos antibiéticos beta-lactdmicos (Bush et al., 1998a). Nas ultimas
décadas, o desenvolvimento de novos compostos beta-lactamicos foi motivado
essencialmente pela necessidade de ultrapassar o desafio que as estirpes produtoras de
beta-lactamases representam. A industria farmacéutica tem desenvolvido novos
compostos numa tentativa de se manter um passo a frente da evolucdo das beta-
lactamases (Demain et al., 1999; Medeiros, 1997; Rolinson, 1998). No entanto, pouco tempo
ap6s a sua introducdo como agentes terapéuticos, supostamente resistentes a accgdo
hidrolitica das beta-lactamases, estirpes produtoras de enzimas capazes de hidrolisar estes
compostos foram identificadas (Frére, 1995; Kotra et al., 1999). Esta saga explica o grande
numero de antibioticos beta-lactamicos actualmente disponiveis bem como a diversidade
de beta-lactamases identificadas e caracterizadas (Frére, 1995; Matagne et al, 1999). No
esquema apresentado a seguir referem-se alguns dos acontecimentos relevantes na
histéria dos antibioticos beta-lactamicos versus beta-lactamases, nos ultimos 60 anos.

Como referido no ponto 3.3.2 deste trabalho, a resisténcia de bactérias gram-
positivas a antibioticos beta-lactamicos é frequentemente associada a aquisicdo de PBPs
alteradas. No entanto, estirpes produtoras de beta-lactamases tém sido descritas,
nomeadamente nos géneros Staphylococcus e Enterococcus. As beta-lactamases produzidas
por bactérias gram-positivas sdo excretadas para o meio extracelular (Bush, 1999).

Por outro lado, a producdo de beta-lactamases é muito frequente em bactérias
gram-negativas. Beta-lactamases cromossOmicas e beta-lactamases plasmidicas de
espectro alargado tém sido descritas em estirpes de relevancia clinica pertencentes a
diversos géneros de bactérias gram-negativas nomeadamente Escherichia, Serratia,
Pseudomonas, Klebsiella e Enterobacter (Kotra et al, 1999). Estas beta-lactamases sao
excretadas para o espaco periplasmico, onde actuam sobre as moléculas de antibiotico

antes que estas interajam com as PBPs (Crowder et al., 1999).
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Quadro resumo - Antibiéticos beta-lactamicos versus beta-lactamases

1940-1950:

1960-1970:

1970-1980:

1980-1990:

1990-2001:

Purificacdo e utilizacdo da penicilina como agente terapéutico.
Extracc¢do e caracterizacdo de penicilinases em isolados clinicos de S. aureus.
Introduc¢do das penicilinas semi-sintéticas e cefalosporinas de 12 geracéo, resistentes as
penicilinases de Staphylococcus e eficientes contra bactérias gram-negativas.
Isolamento de uma estirpe de E. coli produtora da beta-lactamase plasmidicaTEM-1.
Disseminacdo das beta-lactamases plasmidicas (TEM-1, SHV-1, PSE-1, BRO-1, OXA-1,
etc.) conferindo resisténcia as penicilinas semi-sintéticas e as cefalosporinas de 12
geracao.
Introducdo das cefalosporinas de 32 geracao e das penicilinas de espectro alargado.
Super expressdo de beta-lactamases cromossémicas (AmpC) conduz a um fenétipo de
resisténcia as cefalosporinas de 32 geracéo.
Introducéo dos monobactamicos e dos carbapenemos.
Beta-lactamases plasmidicas de espectro alargado (ESBLs) derivadas das enzimas TEM,
SHV e OXA conferem resisténcia ao aztreonamo e as cefalosporinas de 3° geracéo.
Alguns antibi6ticos beta-lactdmicos sdo administrados combinados com inibidores de
beta-lactamases de classe A (acido clavulanico, tazobactam, sulbactam).

Identificacdo e caracterizacdo de um grande numero de metalo-carbapenemases,
algumas das quais associadas a elementos geneticamente transponiveis.
As carbapenemases de classe A (NMC-A, Sme-l, IMI-1, Sme-2 e KPC-1) sédo
caracterizadas, algumas das quais identificadas em estirpes isoladas nos anos 80.
Beta-lactamases resistentes as combinac@es antibiético beta-lactdmico/inibidor de beta -

lactamases (IRT-Inhibitor resistant TEM) sdo descritas.

4.1 Evolucéo dos determinantes genéticos

Apesar da importancia das beta-lactamases ser atribuida ao facto de conferirem

resisténcia a antibioticos beta-lactamicos, a maioria, se ndo todas as bactérias produz pelo

menos uma beta-lactamase cromossomal especifica do género, da espécie ou da

subespécie, embora normalmente em quantidade insuficiente para conferir um fenotipo

de resisténcia identificavel (Livermore, 1998). Este facto sugere que as beta-lactamases

possuam

uma funcdo bioldgica para aléem da que lhes é normalmente atribuida,

provavelmente relacionada com o metabolismo da parede celular (Crowder et al., 1999). A
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resisténcia manifesta-se quando estas beta-lactamases cromossomais especificas passam a
ser produzidas em grande quantidade ou quando a bactéria adquire outras beta-
lactamases codificadas por genes localizados em plasmideos (Hanson et al, 1999;
Thomson et al., 2000).

Os aspectos relacionados com a origem dos genes estruturais que codificam para
as beta-lactamases, bem como com 0s processos evolutivos que conduziram a diversidade
de enzimas actualmente conhecidas, ndo foram ainda totalmente elucidados. Dados
estruturais recentemente obtidos indicam claramente que, apesar da baixa homologia em
termos de composi¢cdo em aminoacidos entre as PBPs a as beta lactamases, a estrutura
geral destas enzimas apresenta diversas similaridades (Knox et al., 1996, Massova et al,
1999). Por outro lado, estudos do mecanismo de ac¢do também corroboram a hipoétese de
estas enzimas serem evolutivamente relacionadas. Ha excepcéo de uma PBP e de algumas
beta-lactamases (metalo-beta-lactamases pertencentes a classe B de Ambler) a maioria das
enzimas pertencentes a estas duas familias possuem um centro activo de serina (Bush et
al., 1998b).

Recentemente, um alinhamento extensivo da sequéncia aminoacidica de 150
enzimas foi efectuado, com vista a determinacao das rela¢tes evolutivas e funcionais entre
as PBPs e as beta-lactamases (Massova et al, 1999). As beta-lactamases incluidas na classe
B de Ambler (metalo-beta-lactamases) ndo foram consideradas neste estudo uma vez que
possivelmente tém uma origem diferente. Esta anéalise permitiu identificar um primeiro
passo evolutivo que se traduz no aparecimento de diferentes classes de PBPs. As classes
de beta-lactamases terdo evoluido independentemente a partir de enzimas pertencentes a
estas classes de transpeptidases bacterianas (Fig. 3), (Knox et al., 1996; Massova et al,
1999). Este resultado é consistente com a ideia de que a diversidade das beta-lactamases e
0s aspectos especificos do seu mecanismo de ac¢do sdo relativamente recentes, tendo
surgido, como anteriormente referido, por pressao selectiva resultante da biossintese de
antibiodticos beta-lactamicos (Bush et al, 1998a; Matagne et al., 1999). A utilizagdo
indiscriminada dos antibioticos beta-lactamicos, nas Ultimas décadas, acelerou o processo
evolutivo dos determinantes genéticos destas enzimas, devido a pressdo selectiva
introduzida (Kotra et al.,, 1999).

A rapida evolucdo das beta-lactamases criou um importante dilema clinico. A
sintese de beta-lactamicos resistentes tem sido desafiada pelo rapido aparecimento de

bactérias produtoras de novas beta-lactamases, com capacidades hidroliticas melhoradas.
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Actualmente todos os substratos beta-lactamicos conhecidos sdo hidrolisaveis por pelo

menos um grupo de beta-lactamases (Kotra et al., 1999).

Beta-lactamases de classe D

[

PBPsde classe C- alto peso molecular

PBPs de classe A- baixo peso molecular

PBPs de classe A - alto peso molecular

— PBPs classe B - alto peso molecular

PBP ancestral

Beta lactamases de classe A

PBPs de classe C - alto peso molecular

Beta-lactamases de classe C

PBPs de classe C - baixo peso molecular

Fig. 3: Esquema simplificado resultante da andlise da sequéncia de aminoacidos de 77 PBPs e 73

beta-lactamases (Massovaet al., 1999).

4.2 Localizagédo e disseminacdo dos genes estruturais

Os genes que codificam para as beta-lactamases podem estar localizados no
cromossoma bacteriano ou em plasmideos.

As beta-lactamases cromossémicas, tipo AmpC, sdo especificas de determinados
géneros, espécies ou sub-espécies e a maioria destas enzimas € expressa em gquantidades
reduzidas, sendo que o0 seu impacto clinico deve-se ao facto de muitas vezes serem
indutiveis. Na presenca de antibidtico os niveis de expressdo aumentam e a quantidade de
enzima produzida passa a ser suficiente para conferir um fenétipo de resisténcia (Bush,
1999; Kotra et al., 1998). Por outro lado muta¢fes ao nivel do promotor dos genes ampC
podem também aumentar a expressdo, de tal modo que muitas vezes estas enzimas
passam a ser responsaveis por fendtipos de resisténcia a praticamente todos os

antibidticos beta-lactamicos (Hanson et al., 1999).
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A maioria das beta-lactamases clinicamente relevantes sdo, no entanto, codificadas
por genes localizados em plasmideos. Muitas destas enzimas sdo derivadas das beta-
lactamases TEM-1, TEM-2, SHV-1 e OXA-1, e apresentam substituicbes de aminoacidos
gue lhes conferem uma capacidade hidrolitica melhorada e um perfil de substratos
alargado (Bastarrachea, 1998; Kotra et al., 1999).

Para além dos eficientes mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias,
processos de transferéncia dos determinantes genéticos destes mecanismos foram também
aperfeicoados. Apesar de se verificar que mutagdes ao nivel dos genes que codificam para
as beta-lactamases sdo rapidamente seleccionadas, como se verifica no caso das beta-
lactamases plasmidicas do tipo TEM e SHV, a estratégia mais comum pela qual uma
estirpe bacteriana se torna resistente a antibioticos beta-lactdmicos é a aquisi¢do de genes
de beta-lactamases de outras estirpes filogeneticamente relacionadas ou ndo (Rowe-
Magnus et al, 1999). A transferéncia destes genes é facilitada pelo facto de estarem
associados a plasmideos, integrdes ou transposdes (Medeiros, 1997; Sirot, 1995). Varios
mecanismos podem ser utilizados no processo de transferéncia, nomeadamente a
conjugacédo, transducéo e transformacédo. A conjugacdo € o mecanismo mais frequente e
também o mais eficiente uma vez que pode ocorrer ndo sé entre microrganismos
pertencentes @ mesma espécie, mas também entre microrganismos filogeneticamente
distantes. Estudos recentes comprovam que a transferéncia de plasmideos entre bactérias
gram-positivas e gram-negativas ocorre ndo s6 no laboratério mas também no tracto
gastro-intestinal (Dever et al., 1991).

O papel dos transposfes na disseminacao deste tipo de genes é também
determinante especialmente na transferéncia de genes cromossomais para plasmideos,
numa mesma célula bacteriana. Por exemplo, o aparecimento de genes de beta-lactamases
normalmente cromossémicas (tipo ampC) associados a plasmideos veio aumentar o

impacto clinico deste tipo de enzimas (Crowder et al., 1999).

4.3 Classificacéo

A familia das beta-lactamases apresenta alguma heterogeneidade no que diz
respeito a sua estrutura e perfil de substratos. VVarios esquemas de classificacdo tém sido
delineados para permitir incluir o nimero crescente de beta-lactamases conhecidas
(Crowder et al,, 1999).
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Os primeiros esquemas de classificagdo propostos eram limitados pela
metodologia disponivel na época. Por exemplo para obtencdo de dados relativos aos
niveis de hidrélise e aos pesos moleculares eram utilizadas técnicas pouco reprodutiveis.
Além disso alguns substratos e inibidores agora considerados determinantes na
classificagdo de uma enzima tais como o imipenemo e o acido clavulanico ndo eram
conhecidos (Bush et al, 1998a). No entanto alguns dos sistemas de classificagdo
inicialmente propostos foram utilizados durante varios anos, e sdo ainda por vezes
referenciados.

Em 1973 Richmond e Sykes propuseram um sistema de classificacdo no qual cinco
classes de beta-lactamases de organismos gram-negativos eram descritas (Richmond et al.,
1973). Este sistema apresentava diversas limita¢Oes especialmente o facto de excluir as
beta-lactamases produzidas por bactérias gram-positivas, algumas das quais
especialmente relevantes em termos clinicos. Em 1976 foi introduzido neste sistema o
ponto isoeléctrico como critério fundamental na classificaco das beta-lactamases

Em 1980, Ambler propds um sistema de classificagdo baseado na estrutura
molecular, a partir da sequéncia de aminoécidos deduzida de quatro beta-lactamases. Este
sistema considerava duas classes: a classe A, que incluia as beta-lactamases com centro
serina e a classe B que incluia as metalo-beta-lactamases (Ambler, 1980). Este sistema foi
mais tarde completado por Jaurin e Grundstrom que adicionaram a classe C e por
Medeiros, que descreveu a classe D (Medeiros, 1984). A importancia clinica desta
classificacdo € relativa uma vez que nem sempre 0s aspectos moleculares se relacionam
com o perfil de substratos e de inibi¢do. Por outro lado a substituicdo de um so
aminoacido pode alterar as caracteristicas hidroliticas de uma enzima. Portanto a analise
da sequéncia ndo permite, por si sé, induzir a importancia clinica de uma beta-lactamase
(Bush, 1999). No entanto, a popularidade da classificacdo de Ambler aumentou com 0 uso
de técnicas de sequenciacdo de DNA para caracterizar beta-lactamases e para determinar
relagdes evolutivas. Apresenta-se a seguir uma descricdo mais detalhada das classes

propostas na classificacdo de Ambler:
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Esquema de classificacdo de Ambler

Classe A Engloba beta-lactamases serinicas, normalmente activas contra as penicilinas e
por vezes contra outros grupos de beta-lactdmicos. Estas enzimas sdo gralmente inibidas pelo
acido clavulanico, tazobactam e sulbactam. A este grupo pertencem, entre outras, as ?-lactamases
cromossomicas de Bacillus, Streptomyces, Klebsiella oxytoca,Yersinia enterocolitica eProteus mirabilis e
as enzimas plasmidicas do tipo TEM, SHV e CTX-M. A classe A engloba a maioria das enzimas
caracterizadas até ao momento, incluindo as enzimas consideradas mais relevantes do ponto de
vista clinico.

Classe B: Esta classe engloba as metalo-beta-lactamases, cuja actividade depende da
presenca de ides de zinco. Estas enzimas possuem a capacidade de hidrolisar os antibiéticos do
grupo dos carbapenemos, e a sua actividade ndo é inibida pelos inibidores tipicos de beta-
lactamases.

Classe C: Engloba as beta-lactamases cromossdmicas do tipo Amp C, caracterizadas, na sua
maioria, em microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Estas enzimas hidrolisam
eficientemente as cefalosporinas, e, tal como as beta-lactamases de classe A, possuem um residuo
de serina no centro activo..

Classe D: Agrupa as ?-lactamases serinicas que hidrolisam as oxacilinas (OXA-1, OXA-2,

PSE-2 (OXA-10) - OXA-23).

O sistema de classificagdo mais recente e actualmente mais utilizado foi proposto
por Bush e colaboradores em 1989 e completado em 1995 pelos mesmos autores. Este
esquema baseia-se em caracteristicas bioquimicas que incluem o perfil de substratos e de
inibidores (Bush et al., 1995; Crowder et al., 1999) (tabela I).

A estratégia seguida na classificacdo das beta-lactamases, segundo este sistema,
inclui um primeiro passo de separacdo baseado na inibicdo da enzima pelo agente
guelante EDTA. As beta-lactamases cuja ac¢do € inibida por este composto séo incluidas
no grupo 3 (metalo-beta-lactamases). Depois deste primeiro passo, as enzimas Ssao
classificadas segundo o perfil de substratos. A capacidade de uma enzima para hidrolisar
os antibidticos cefaloridina e benzilpenicilina é considerada de forma a classificar a
enzima como cefalosporinase ou penicilinase e a inclui-la nos grupos 1 ou 2
respectivamente. Os subgrupos sdo definidos de acordo com os niveis de hidroélise para
outros antibioticos tais como a carbenicilina e a oxacilina. Finalmente o perfil de

inibidores é também considerado, especialmente a inibicdo pelo acido clavulanico. Esta
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estratégia permitiu classificar as beta-lactamases conhecidas em 4 grupos (Bush et al,
1995).

Em comparagdo com o esquema apresentado em 1989, o sistema proposto em 1995
apresenta algumas diferengas essencialmente devidas ao aumento consideravel no
numero de beta-lactamases incluidas. Refira-se que neste sistema foram incluidas beta-
lactamases plasmidicas tipo AmpC no grupo 1, inicialmente constituido apenas por beta-
lactamases cromossomicas. De salientar ainda a criacdo de dois novos subgrupos
incluidos no grupo 2: o 2br que é constituido pelas beta-lactamases plasmidicas tipo TEM
com susceptibilidade reduzida aos inibidores de beta-lactamases de classe A, como o
acido clavulanico, e o 2f que inclui as carbapenemases serinicas incluidas na classe A de
Ambler (Bush et al., 1995). A tabela | resume algumas caracteristicas das enzimas incluidas
Nnos grupos e sub-grupos propostos por Bush e colaboradores.

Em 1989 conhecia-se a sequéncia de apenas 19 enzimas das 84 incluidas no sistema
proposto, sendo os perfis de substratos e inibidores os critérios determinantes. Devido ao
desenvolvimento das técnicas de sequenciagdo de DNA o sistema de classificacdo
proposto em 1995 inclui a apresentacdo de um dendrograma construido a partir das
sequéncias de aminoacidos entretanto deduzidas a partir das sequéncias nucleotidicas
determinadas, que permite relacionar a classificagdo de Bush com a classificacdo
molecular de Ambler. Este aspecto é referido na tabela apresentada (tabela 1) (Bush et al,
1995).

Nos proximos pontos deste trabalho sera dada maior relevancia as beta-lactamases
incluidas na classe A segundo a classificacdo proposta por Ambler. Especialmente serdo
discutidos com mais pormenor alguns aspectos moleculares e bioquimicos das beta-
lactamases incluidas nesta classe que possuem a capacidade de hidrolizar os antibiéticos
beta-lactamicos incluidos no grupo dos carbapenemos, uma vez que este trabalho versa a

caracterizacdo de uma enzima incluida neste grupo.
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Tabela I: Descrigdo sumaria dos grupos propostos na classificacdo de Bush, (Bush et al., 1995).

Relacdo com a classificacdo de Ambler.

Sistema Classificacédo Perfil de substratos Perfil de inibidores Exemplos
de Bush molecular de
etal. Ambler CA? EDTA
(1995)
1 C Cefalosporinas - - Enzimas tipo AmpC;
MIR-1
2a A Penicilinas + - Penicilinases de
bactérias gram-
positivas
2b A Penicilinas, cefalosporinas + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A Penicilinas, cefalosporinas + - TEM-3 a TEM-26; SHV-
e monobactamicos 2 aSHV-6; K1
2br A Penicilinas ? - TEM-30 a TEM-36
2c A Penicilinas, carbenicilina + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d D Penicilinas, cloxacilina ? - OXA-1 a OXA-11
2e A Cefalosporinas + - Cefalosporinase
indutivel de Proteus
vulgaris
2f A Penicilinas, cefalosporinas, + - NMC-A, Sme-1
carbapenemos
3 B Maioria dos beta- - + L1, CcrA
lactdmicos incluindo
carbapenemos
4 NDp Penicilinas - ? Penicilinase de

Pseudomonas cepacia

aCA - acido clavulanico
bND — ndo determinado

4.4 Beta-Lactamases de classe A

As beta-lactamases incluidas na classe A de Ambler sdo enzimas serinicas,

monomeéricas, com um peso molecular médio de cerca de 29 Kda. Estas enzimas incluem-

se no grupo 2 da classificacdo de Bush (Bush et al., 1995). A classe A é caracterizada por
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uma grande diversidade ao nivel do mecanismo catalitico e estrutura priméria das
enzimas que a constituem (Matagne et al., 1998).

Muitas das beta-lactamases actualmente consideradas relevantes, em termos
clinicos, estdo incluidas nesta classe. As beta-lactamases plasmidicas de espectro alargado
derivadas de TEM-1, TEM-2 e SHV-1 representam o grupo mais numeroso. Estas beta-
lactamases foram inicialmente identificadas em estirpes de Klebsiella pneumoniae e mais
tarde em praticamente todos os géneros incluidos na familia das Enterobacteriaceae. A
caracteristica mais relevante destas enzimas é conferirem resisténcia as cefalosporinas de
32 geragdo nomeadamente a cefotaxima e/ou a ceftazidima. Por outro lado apresentam
também uma susceptibilidade reduzida ao aztreonamo (Bastarrachea, 1998; Bush, 1999;
Thomson et al., 2000). Nos ualtimos anos, estirpes produtoras deste tipo de enzimas
pertencentes a diversas espécies bacterianas foram isoladas em diferentes areas
geograficas (Fiett et al, 2000; Rasheed et al., 2000). Esta rapida disseminacao constitui um
dos aspectos mais preocupantes em termos de resisténcia bacteriana a antibioticos. Apesar
de geralmente estas enzimas serem inibidas pelos inibidores convencionais das beta-
lactamases, recentemente, foram caracterizadas diversas enzimas de espectro alargado
tipo TEM e SHV, resistentes aos inibidores acido clavulanico, tazobactam e sulbactam
(Knox et al., 1995). As enzimas derivadas de TEM resistentes aos inibidores foram
identificadas em estirpes de E. coli, Klebsiella spp. e Proteus mirabilis, especialmente na
Europa (Knox, 1995; Prinarakis et al., 1997). A primeira enzima derivada de SHV
resistente aos inibidores (SHV-10) foi identificada em E. coli, em 1997 (Prinarakis et al,
1997).

Para além das beta-lactamases derivadas de TEM-1 e SHV-1, um outro grupo de
beta-lactamases plasmidicas de espectro alargado, de grande importadncia em termos
clinicos, € também incluido na classe A de Ambler. Este grupo de enzimas inclui as beta-
lactamases CTX-M-1 a CTX-M-12, Tohol e Toho2 (Bauernfeind et al., 1996, Chanawong et
al., 2000; Kariuki et al., 2000; Ishii et al., 1995; Ma et al., 1998; Yagi et al., 1997). O aspecto
gue destingue estas enzimas é o facto de, ao contrario das enzimas tipo TEM e SHV,
preferirem como substrato a cefotaxima a ceftazidima. Estas beta-lactamases séo inibidas
pelo &acido clavulanico. Em termos de estrutura primaria, estas enzimas partilham um
elevado grau de homologia com as enzimas cromossomais de Klebsiella oxytoca (Fournier
et al., 1997), Proteus vulgaris (Péduzzi et al., 1994) , Serratia fonticola (Péduzzi et al., 1997) e

Citrobacter diversus (Perilli et al., 1991) e com a enzima plasmidica SFO-1 de Enterobacter
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cloacae (Matsumoto et al., 1999). No entanto a relagdo filogenética que existe entre elas ndo

foi ainda totalmente esclarecida.

4.4.1 Aspectos estruturais e mecanismo de ac¢ao

A partir das estruturas de beta-lactamases de classe A obtidas por difrac¢éo de raio
X, actualmente conhecidas, $0 reconhecidos dois dominios estruturais, um constituido
apenas por hélices ? e o outro por hélices ? e folhas ?. O local catalitico destas enzimas
localiza-se na cavidade formada entre estes dois dominios (Fig. 4), (Knox et al., 1995;
Massova et al., 1999; Matagne et al., 1998).

A determinacdo das estruturas priméaria e tercidria, bem como estudos de
mutagénese dirigida, permitiram identificar diversos residuos conservados. Alguns destes
residuos, nomeadamente os residuos conservados Ser-70, Lys-73, Ser-130 e Glu-166
(segundo a numeracdo de Ambler) sdo essenciais para o mecanismo catalitico da enzima
(Kotra et al., 1999; Matagne et al., 1998). A presenca de determinados motivos conservados
permite a classificacdo molecular das beta-lactamases. O motivo conservado Ser-Xaa-Xaa-
Lys (SXXK), inclui o residuo de serina do centro activo e um residuo de Lys
provavelmente também envolvido no mecanismo catalitico (Fig. 4). O motivo Ser-Asp-
Xaa (frequentemente designado SDN por a asparagina ser 0 aminoacido mais comum
nesta posicdo) localiza-se na extremidade do dominio ? e constitui um dos lados da
cavidade que inclui o centro activo. O outro lado desta cavidade é geralmente formado
pelos residuos constituintes do motivo conservado Lys(Arg)-Thr(Ser)-Gly (KTG),
localizado na extremidade do dominio ?-? (Matagne et al., 1998; Page et al., 1999). Outros
residuos encontram-se geralmente conservados nas beta-lactamases de classe A, e sdo
provavelmente essenciais ha manutencdo da estrutura tercidria funcional destas beta-
lactamases, nomeadamente os residuos Gly-45, Pro-107, Asp-131, Ala-134 e Gly-236
(Matagne et al., 1998).

O modelo geralmente aceite que explica o mecanismo catalitico das beta-
lactamases, € inicialmente muito semelhante ao modo de ac¢do descrito para as
transpeptidases bacterianas (PBPs), (Massova et al., 1999). Apds um primeiro passo de
ligacdo da enzima ao substrato, ocorre a hidrélise da ligagdo amida do anel beta-
lactamico, que implica a acilacdo do residuo de serina (Ser-70 segundo a numeracéo de

Ambler) presente no centro activo (Matagne et al., 1998; Massova et al., 1999).

22



Introducéo

V4
N {
N \
K234\
//ﬁ\\,g
N :;
AN

Fig. 4: Representacdo esquematica da f “ - / =
conformacdo do local catalitico da = )W2Q\<\\ sts&m 3
enzima TEM -1 (Matagne et al., 1998). A (,/"

‘—'\w1 < -

lilas estéo representadas as cadeias dos
aminoacidos que provavelmente

participam no mecanismo catalitico.

R244

Ambas as reacc¢des sdo relativamente rapidas. A diferenca entre os dois grupos de
enzimas reside no passo de desacilacgdo em que o substrato hidrolisado é libertado e a
enzima regenerada. A velocidade a que ocorre este passo é dada pelo valor da constante
Ks (Fig. 5) que no caso das PBPs € muito baixo (0,001s1) e portanto o complexo acilado
enzima-substrato é muito estavel (t1/2>10 min.), enquanto que no caso das beta-
lactamases o valor de k é muito elevado (10000st). Por outro lado o nivel de acilagéo
(kcat/km) é também superior para as beta-lactamases (Kotra et al., 1999; Massova et al.,
1999; Matagne et al, 1998). Estes dados permitem considerar algumas destas beta-
lactamases como enzimas quase perfeitas, uma vez que os seus niveis de hidrélise
dependem apenas da velocidade de difusdo das moléculas de antibidtico para o local
catalitico (Matagne et al., 1999). Estas diferencas quantitativas traduzem-se em diferengas
gualitativas determinantes: as beta-lactamases inactivam os beta-lactdmicos enquanto que

as PBPs sdo inactivadas por estes antibidticos (Massova et al., 1999).
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Fig. 5 Representacdo do mecanismo catalitico das beta-lactamases serinicas. No esquema esta
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representado o residuo de serina interveniente na hidrélise (Frere, 1995). E — enzima; S — Substrato;
ES — complexo ndo covalente enzima-substrato; EI — complexo covalente acil-enzima-substrato; EP

— complexo enzima- produto; P — produto.

4.5 Carbapenemases

Os antibidticos incluidos no grupo dos carbapenemos, nomeadamente o
imipenemo e 0 meropenemo, tém um espectro de accdo alargado, sendo eficazes no
tratamento de infec¢cbes causadas por microrganismos, tanto gram-positivos como gram-
negativos, resistentes a maioria dos outros antibioticos conhecidos (Bradley et al., 1999;
Bush et al., 1998a; Norrby, 1995). Por outro lado, este grupo de antibio6ticos apresenta uma
elevada resisténcia a accédo hidrolitica das beta-lactamases. Os carbapenemos séo eficazes
no tratamento de infecgOes causadas por estirpes produtoras de beta-lactamases de
espectro alargado, normalmente resistentes as cefalosporinas de 32 geragdo e ao
aztreonamo, e sdo activos contra estirpes que produzem grandes quantidades de beta-
lactamases do tipo AmpC, o que lhes confere resisténcia a todos os outros antibioticos
beta-lactamicos (Bradley et al., 1999).

Estes motivos levaram a que a introducdo deste grupo de antibiéticos como
agentes terapéuticos, no inicio dos anos 80, fosse considerado um dos passos mais
promissores na tentativa de ultrapassar a problema clinico que as estirpes produtoras de

beta-lactamases representam (Bush et al., 1998a; Norrby, 1995). Na maioria dos paises
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estes antibiéticos sdo considerados antibidticos de ultimo recurso, apenas utilizados em
infecgdes graves, em ambientes hospitalares.

Apesar da elevada resisténcia dos carbapenemos a accdo hidrolitica das beta-
lactamases, algumas enzimas eficazes contra estes compostos tém sido identificadas e

caracterizadas (Rasmussen et al.,, 1997):

Carbapenemases serinicas:

Classe A: Estdo descritas até ao momento 5 carbapenemases pertencentes a classe
A de Ambler (subgrupo 2f segundo a classificagdo de Bush et al., 1995): NMC-A, IMI-1,
Sme-1 e Sme-2, e KPC-1. Estas enzimas foram identificadas em isolados clinicos de E.
cloacae, Serratia marcescens e K. pneumoniae provenientes de hospitais em Franca, Inglaterra
e Estados Unidos da América. S&o enzimas cromossomais (a excepcao da enzima KPC-1),
geralmente inibidas pelo &cido clavulanico e apresentam um perfil de substratos alargado
incluindo, para além dos carbapenemos, penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos
(Naasetal.,, 1994a; Naas et al., 1994b; Rasmussen et al., 1996; Yigit et al., 2001).

Classe D: A enzima ARI-1 (OXA-23) foi identificada numa estirpe de Acinetobacter
baumanii, em 1985, em Inglaterra. A analise da sequéncia desta enzima permitiu inclui-la
na classe D de Ambler (sub-grupo 2d de Bush et al., 1995), (Donald et al., 2000). Em 1997
foi caracterizada a enzima ARI-2, cuja sequéncia apresenta uma elevada homologia com a
da enzima ARI-1, em isolados de Acinetobacter resistentes ao imipenemo, na Argentina.
Para além do imipenemo (para o qual os niveis de hidrélise apresentados ndo sdo muito

elevados) estas enzimas hidrolisam as penicilinas e as cefalosporinas.

Metalo-beta-lactamases:

Estas enzimas requerem a presenca de um ou dois catides de zinco no centro
activo, sendo por esta razdo consideradas metalo-enzimas (grupo 3 da classificacdo de
Bush et al., 1995). As beta-lactamases pertencentes a este grupo séo inibidas pelo agente
guelante EDTA mas ndo pelos inibidores convencionais de beta-lactamases de classe A
(Crowder et al., 1999; Rasmussen et al., 1997). Relativamente ao seu perfil de substratos,
para além dos carbapenemos, estas enzimas geralmente hidrolisam eficazmente algumas
penicilinas e cefalosporinas, mas ndo os monobactamicos (Wang et al., 1999). As metalo-

beta-lactamases cromossémicas tém sido identificadas em estirpes de Bacillus cereus, B.
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fragilis, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp., S. fonticola etc. Frequentemente estas
enzimas sdo identificadas em estirpes que produzem varias beta-lactamases.
Recentemente foram caracterizadas metalo-beta-lactamases cujos genes estruturais se
localizam em plasmideos ou integrdes, nomeadamente a IMP-1 , VIM-1 ou MET-1, o que
veio aumentar a relevancia clinica destas enzimas devido a possibilidade de disseminagao
destes elementos genéticos (Wang et al., 1999).

Recentemente Galleni e colaboradores propuseram um sistema de numeracao para
estas enzimas, justificado pelo niumero crescente descrito nos dltimos anos (Galleni et al,
2001)

4.5.1 Carbapenemases de classe A

Um estudo publicado em 1990 por Yang e colaboradores descrevia a caracterizacdo
bioquimica de uma beta-lactamase com capacidade para hidrolisar eficazmente
antibioticos beta-lactamicos do grupo dos carbapenemos. A producdo desta beta-
lactamase, designada Sme-1, foi detectada nas estirpes S. marcescens S6 e S8, isoladas num
hospital de Londres em 1982 (Yang et al., 1990). Para além dos carbapenemos verificou-se
gue esta enzima hidrolisava eficazmente penicilinas, cefalosporinas de 12 geragdo e
aztreonamo. Dados preliminares indicavam que a actividade desta enzima era inibida
pelo agente quelante EDTA, o que sugeria tratar-se de uma metalo-beta-lactamase. No
entanto a determinacdo da sequéncia nucleotidica do gene que a codifica permitiu
verificar que esta enzima pertence a classe A de Ambler (Naas et al, 1994b). A producado
de uma enzima com um perfil hidrolitico semelhante foi detectada em duas estirpes de E.
cloacae, provenientes de um hospital da Califérnia, isoladas em 1984. Em 1996 a enzima
produzida por uma destas estirpes (E. cloacae 1413B) foi caracterizada e a sequéncia
nucleotidica do seu gene estrutural determinada (Rasmussen et al., 1996). Esta enzima foi
designada IMI-1. Curiosamente ambas as enzimas foram identificadas em estirpes
isoladas antes da introducéo dos carbapenemos como agentes terapéuticos.

Em 1990 foi isolada num hospital de Paris uma estirpe de E. cloacae, designada
NOR-1, resistente ao imipenemo. A beta-lactamase responsavel por este fendtipo de
resisténcia foi designada NMC-A e a determinacao da sequéncia nucleotidica do gene
estrutural bem como a anélise da sequéncia de aminoacidos deduzida permitiu inclui-la

na classe A de Ambler (Nordmannet al., 1993).
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A guarta carbapenemase de classe A, designada KPC-1, foi identificada na estirpe
K. pneumoniae 1534, isolada num hospital norte americano. A sequéncia nucleotidica do
seu gene estrutural, bem como a caracterizacao bioquimica da enzima foram publicados
em Abril de 2001 (Yigitet al., 2001).

Todas as carbapenemases de classe A identificadas sdo cromossdmicas, a excepgao
da enzima recentemente caracterizada KPC-1. O sistema de classificagdo de Bush,
proposto em 1995, inclui estas enzimas no sub-grupo 2f, e descreve-as como enzimas
secundarias, normalmente produzidas por estirpes que possuem uma beta-lactamase
cromossémica intrinseca, tipo AmpC (Bush et al., 1995). Adicionalmente as estirpes
produtoras da enzima IMI-1 e um dos isolados de Londres produtor da enzima Sme-1
produzem uma beta-lactamase plasmidica tipo TEM (Rasmussen et al., 1997). A estirpe de
K. pneumoniae produtora da beta-lactamase KPC-1 produz duas outras beta-lactamases
plasmidicas: TEM-1 e SHV-29 (Yigit et al., 2001).

Raramente a producédo destas enzimas foi detectada em outros isolados. No caso
da enzima Sme-1 registam-se alguns casos de estirpes de S. marcescens produtoras isoladas
nos Estados Unidos: uma estirpe produtora foi isolada em 1985 no Minesota, cinco
estirpes foram isoladas nos hospitais da Universidade da California em 1992, e finalmente
19 isolados foram obtidos no hospital de Boston entre 1994 e 1999. A analise da sequéncia
das enzimas produzidas por estes isolados permitiu a detec¢cdo de uma nova enzima tipo
Sme-1 (designada Sme-2) cuja sequéncia apresenta uma substitui¢do Unica na posic¢éo 207

de glutamato por valina (Queenan et al., 2000).

45.1.1 Caracterizacdo bioquimica

Algumas caracteristicas bioquimicas das enzimas incluidas no grupo 2f sdo
apresentadas nas tabelas Il e Ill. Os valores de massa molecular relativa e de ponto
isoeléctrico calculados para estas enzimas sdo pouco variaveis, com excepg¢ao do valor de
pl indicado para a enzima Sme-1, que ao contrario dos indicados para as outras enzimas
(préximos do valor neutro) é altamente basico (tabela Il), (Naas et al., 1994a; Naas et al,

1994b; Nordmann et al,, 1993; Rasmussen et al., 1996; Yigitet al., 2001).
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Tabela II: Valores de ponto isoeléctrico e massa molecular relativa calculados para as

carbapenemases de classe A (Rasmussen et al., 1997).

Enzima Sme-1 NMC-A IMI-1 KPC-1
Ponto isoeléctrico 9,7 6,9 7.1 6,7
Massa molecular relativa 32 30 30 32

Na tabela 11l sdo apresentados os valores de hidrdlise relativa para alguns
substratos, referentes as enzimas Sme-1, NMC-A e IMI-1. Verifica-se que geralmente estas
enzimas hidrolisam eficientemente as penicilinas, algumas cefalosporinas, o0s
carbapenemos e 0s monobactamicos. De referir que normalmente estas enzimas
apresentam niveis de hidrélise para a ampicilina e cefaloridina superiores aos
apresentados para o imipenemo. Este facto tem sido apontado como uma provavel
explicacdo para o aparecimento deste tipo de enzimas em estirpes ndo sujeitas a pressao
selectiva por presenga de antibioticos do grupo dos carbapenemos. De salientar ainda o
facto das carbapenemases incluidas no sub-grupo 2f hidrolisarem eficientemente o
aztreonamo, o que ndo se verifica no caso das carbapenemases de classe B. O efeito dos
inibidores sobre estas enzimas € variavel. Todas as enzimas sdo parcialmente inibidas
pelo &cido clavulanico, e frequentemente pelo tazobactam, mas néo pelo sulbactam (Naas

et al., 1994a; Naas et al., 1994b; Rasmussen et al., 1997; Rasmussenet al., 1996).

Tabela I1l: VValores de hidroélise relativa referentes as carbapenemases de classe A (Rasmussen et

al., 1997).

Enzima Estirpe Hidrdlise relativa(%) IC50 (?M)

IMP MER BIA PEN AMP LOR FOX ATM CA SUL TZB

Sme-1  S. marcescens S6 100 59 11 13 210 225 034 57 028 18 0,03

NMC-A E.cloacae NOR-1 100 25 ND 50 150 ND <1 94 0,32 10 2

IMI-1 E. cloacae 1413B 100 84 10 32 410 380 66 ND 14 33 3

IMP — imipenemo; MER — meropenemo; BIA - biapenemo; PEN - benzilpenicilina; AMP -
ampicilina; LOR - cefaloridina; FOX - cefoxitina; ATM - aztreonamo; CA - acido
clavulanico; TZB - tazobactam; SUL - sulbactam.
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Relativamente a enzima KPC-1, recentemente caracterizada, ndo foi possivel
apresentar valores de hidrolise relativa, no entanto pela analise das concentragdes
minimas hibitérias descritas verifica-se que o perfil de substratos apresenta algumas
diferencas relativamente as enzimas previamente descritas. De salientar o facto desta
enzima ser a Unica a hidrolisar eficientemente as cefalosporinas de 32 geracgdo, cefotaxima

e ceftazidima (Yigit et al,, 2001).

4.5.1.2 Caracterizacdo molecular

A andlise das sequéncias de aminoacidos destas enzimas permitiu identificar os
motivos conservados caracteristicos das beta-lactamases incluidas na classe A de Ambler,
nomeadamente SXXK (onde X indica qualquer aminoacido) na posi¢do 70, SDN na
posicdo 130 e KTG na posicdo 234 segundo a numeracdo de Ambler. Outros residuos
conservados nas enzimas de classe A, alguns dos quais envolvidos no mecanismo
catalitico ou na ligacdo ao substrato, foram também identificados nestas enzimas (Naas et
al., 1994a; Naas et al, 1994b; Rasmussen et al., 1996; Yigit et al,, 2001). Em particular os
residuos considerados importantes para a actividade catalitica das carbapenemases de
classe A, Cys-69, Ser-70, Lys-73, Hs-105, Ser-130, Arg-164, Glu-166, Asn-170, Asp-179,
Arg-220, Lys-234, Ser-237, Cys-238, sdo todos conservados nas 4 enzimas referidas, a
excepcdo da enzima KPC-1 que apresenta as seguintes substituices: H105W e S237T
(Yigit et al., 2001).

Estudos de homologia permitiram verificar que as enzimas IMI-1 e NMC-A
partilhnam cerca de 97% de identidade em termos de sequéncia de aminoacidos. Por outro
lado a enzima Sme-1 apresenta valores de identidade na ordem dos 70% relativamente as
enzimas de E. cloacae. Finalmente, os valores de identidade determinados para a enzima
KPC-1 séo, pelo contrario, bastante baixos, sendo o valor mais alto de 45% referente a
identidade com a enzima Sme-1 (Naas et al., 1994a; Naas et al., 1994b; Rasmussen et al,
1996; Yigit et al., 2001).

A regido a montante dos genes que codificam para estas enzimas foi analisada e no
caso das enzimas NMC-A, IMI-1 e Sme-1 foi encontrada e sequenciada uma ORF (Open
Reading Frame). A analise da sequéncia de aminoacidos deduzida indica que o produto
deste gene € uma proteina reguladora, incluida na familia das proteinas LysR. Os motivos

conservados caracteristicos desta familia foram identificados nas sequéncias das proteinas
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SmeR, NmcR e ImiR. No entanto, ao contrario de outros reguladores incluidos nesta
familia, estas proteinas actuam como reguladores positivos tanto na presenca como na
auséncia de antibidtico (Naas et al., 1995; Naas et al,, 1994a; Rasmussen et al., 1996).

A pesquisa deste tipo de reguladores foi infrutifera no caso da enzima plasmidica
KPC-1 (Yigit et al., 2001).

45.1.3 Estrutura terciaria

A determinacdo da estrutura terciaria da enzima NMC-A por difraccao de raios-X
a 1,64 A foi publicada em 1998 (Swarén et al, 1998). A estrutura da enzima Sme-1 foi
também determinada através de uma analise de baixa resolucédo por difraccdo de raios-X
(Sougakoff et al,, 1996). No geral a estrutura terciaria de ambas as enzimas nao difere
grandemente das estruturas de beta-lactamases de classe A conhecidas (Fig. 6). No caso
da enzima NMC-A, o local de ligacao ao substrato localiza-se na regiao intermédia entre
os dominios ? e ?-?, tal como descrito para a enzima TEM-1. O dominio ?-? (residuos 26
a 60 e 221 a 291) inclui 5 folhas ? (S1 a S5) e trés hélices ? (H1, H10 e H11). O dominio ?
(residuos 69 a 212) é constituido por oito hélices ? (H2 a H9) (Swarén et al., 1998). Uma
organizacdo estrutural do local de ligacdo ao substrato semelhante foi proposta para a

enzima Sme-1 (Sougakoff et al., 1996).

Fig. 6: Estruturas tridimensionais das enzimas NMC-A (A), Sme-1 (B) e TEM-1 (C). Os modelos
foram obtidos da base de dados PDB (Protein Data Base - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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A estrutura terciaria das carbapenemases de classe A apresenta no entanto alguns
aspectos divergentes relativamente as outras enzimas desta classe (Fig. 7). Em primeiro
lugar a presenca de dois residuos de cisteina nas posi¢des 69 e 238 segundo a numeragao
de Ambler e a formacdo de uma ponte dissulfito entre estes dois residuos implica
alteracfes conformacionais, nomeadamente uma diminuicdo da flexibilidade da molécula.
Por outro lado a presenca do residuo Cys-238 na extremidade da folha ? S3, implica uma
ligeira distor¢do na cavidade catalitica, aumentando o espaco disponivel na regido onde
provavelmente se ligam as cefalosporinas de 32 geragdo. Um outro aspecto particular da
estrutura destas enzimas € o posicionamento do residuo Asn-132 que permite um
aumento do espaco disponivel, numa regido determinante em termos de interaccdes
enzima-substrato. A alteracdo no posicionamento deste residuo provavelmente contribui
para a eficiéncia catalitica destas enzimas em relacdo aos carbapenemos (Massova et al.,
1999; Sougakoff et al., 1999; Sougakoff et al., 1996; Swarén et al., 1998).
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5. Métodos de prevencdo e controlo de resisténcias bacterianas a
antibioticos

A prevengdo e controlo do aparecimento e disseminacdo de resisténcias
bacterianas a antibioticos s&0 no momento as maiores preocupacdes no campo das
doencas infecciosas (Cohen, 1992; Hart, 1998; Neu, 1992).

No que diz respeito a prevengéo, programas educacionais tém sido desenvolvidos
em todo mundo, tendo como alvo ndo s6 os profissionais de salde mas também a
populacdo em geral. Estes programas tentam alertar para as consequéncias do uso
abusivo dos agentes antimicrobianos (Guillemot, 1999). Grande parte dos antibidticos
prescritos anualmente destinamse a tratar infeccdes ligeiras no sistema respiratério. A
prescri¢do de antibioticos sem qualquer informacéo acerca do agente infeccioso é também
pratica corrente. Consequentemente, muitas vezes sdo prescritos desnecessariamente
antibidticos de espectro alargado (Cohen, 1992; Heinemann et al., 2000; Tan et al., 2000). O
uso de antibidticos na agricultura, medicina veterinaria e como aditivos alimentares
representa também um neio de seleccdo de estirpes resistentes (Witte, 1998). Por estas
razdes, fornecer informacéo adequada sobre esta probleméatica é provavelmente um dos
Unicos meios para diminuir a gravidade do problema.

O investimento, em termos economicos e cientificos, na medicina preventiva é
outra das formas de prevenir o aparecimento de resisténcias. O desenvolvimento e
utilizacdo de vacinas eficazes permitira diminuir a incidéncia de doencas infecciosas e
consequentemente o uso de antibidticos (Guillemot, 1999; Tan et al., 2000).

O controlo da propagacdo de estirpes resistentes, especialmente em ambientes
hospitalares, pode evitar surtos de doencas infecciosas. Neste campo, mais uma vez a
educacdo é essencial. Nos hospitais uma vigilancia eficaz dos possiveis casos de
propagacdo de bactérias resistentes, bem como comportamentos responsaveis no que diz
respeito a medidas de higiene devem ser adoptados (Guillemot, 1999).

Por outro lado o aparecimento de resisténcias tem sido o principal estimulo para o
desenvolvimento de novos antibidticos (Moir et al.,, 1999). Em particular, compostos
resistentes a ac¢do hidrolitica das enzimas bacterianas tém sido desenvolvidos. Esta
estratégia , no entanto, tem sido confrontada com a rapida evolugdo deste tipo de enzimas

(Medeiros, 1997). A continuacdo de estudos bioquimicos e moleculares dos mecanismos
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de resisténcia é essencial para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes. O
conhecimento sobre os mecanismos de resisténcia € também necessario com vista ao
desenvolvimento de métodos rapidos e eficazes para detectar estirpes resistentes. A
susceptibilidade dos isolados aos antibioticos pode ser determinada através de métodos
moleculares, normalmente mais rapidos do que os métodos fenotipicos convencionais. No
que diz respeito as enzimas bacterianas com capacidade para inactivar os antibiéticos, a
determinacdo da sua estrutura primaria e terciaria constitui um passo crucial para o
desenvolvimento de inibidores eficazes (Tan et al., 2000; Stefani et al., 2000; Bergeron et al.,
1998).

Finalmente, o desenvolvimento de técnicas moleculares rapidas e fidveis com vista
a identificagdo genotipica do agente infeccioso, simplificara a escolha da terapéutica mais
aconselhavel (Bergeron et al., 1998; Stefani et al., 2000). As técnicas de identificacdo
actualmente utilizadas s6 permitem avaliar a presenca de bactérias numa determinada
amostra 18 a 24 horas ap6és a colheita. O intervalo de tempo alargado, necessario para
identificar o agente infeccioso, implica muitas vezes a prescricdo de antibidticos de
espectro alargado, ou ineficazes contra o microrganismo responsavel pela infeccao
(Bergeron et al, 1998; Hart, 1998; Kotra et al., 1998; Stefani et al., 2000).

Métodos de tipagem molecular, baseados na estrutura do genoma do
microrganismo, comeg¢am a ser utilizados com vista a identificacdo de isolados resistentes
e em estudos de epidemiologia. Para além da fiabilidade, reproducibilidade e rapidez,
estes métodos apresentam ainda a vantagem de permitirem identificar a origem do foco
infeccioso. Nos ultimos anos alguns destes métodos tém sido optimizados nomeadamente
técnicas de electroforese em campo pulsado, ribotipagem e métodos de tipagem baseados
em técnicas de PCR (Bergeron et al., 1998; Gautom, 1997; Maslanka et al, 1999; Na'was et
al., 1998; Ridley et al., 1998; Seetulsingh et al., 1996; Stefani et al., 2000).

33



Objectivos

Objectivos

3

A estirpe S. fonticola UTAD54, isolada de aguas de consumo, € resistente aos
antibidticos beta-lactamicos dos grupos das penicilinas, cefalosporinas de 12 geragédo e
carbapenemos. Este fenotipo de resisténcia difere do até agora descrito para isolados desta
espécie. Estudos anteriormente realizados detectaram nesta estirpe a producdo de uma
metalo-beta-lactamase que confere resisténcia aos carbapenemos.

A realizagdo do trabalho aqui apresentado visa a detec¢do e caracterizagdo
bioquimica e molecular de uma segunda beta-lactamase, produzida por esta estirpe,
responsavel pelo fendtipo de resisténcia as penicilinas e as cefalosporinas de 12 geracdo. A

caracterizagédo desta beta-lactamase engloba os seguintes passos:

? Clonagem, sequenciacédo e localizacdo do gene que codifica para esta enzima.

? Analise da sequéncia nucleotidica obtida, bem como da sequéncia aminoacidica
deduzida, de forma a classificar a beta-lactamase em termos moleculares e a estimar
parametros bioquimicos, tais como o peso molecular da proteina e o seu ponto
isoeléctrico.

? Caracterizagdo do fenotipo de resisténcia conferido por esta beta-lactamase.

? Pesquisa de genes reguladores da expressdo do gene estrutural desta enzima.

Por outro lado, este trabalho tem também como objectivo proceder a uma
caracterizacdo molecular preliminar da estirpe S. fonticola UTAD54, utilizando técnicas de
tipagem genética tais como ribotipagem, ARDRA e electroforese em campo eléctrico
pulsado (PFGE). Pretende-se essencialmente optimizar os procedimentos e condigdes
inerentes a estas técnicas de modo a que possam vir a ser utilizadas em estudos

posteriores envolvendo esta estirpe ou outros isolados desta espécie.
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1. Estirpes bacterianas e vectores

Na tabela IV encontram-se descritas as estirpes bacterianas utilizadas neste
estudo, algumas caracteristicas destes microorganismos consideradas relevantes, e a sua
origem e/ou referéncias bibliogréaficas. A tabela V apresenta uma listagem dos vectores

de clonagem e plasmideos recombinantes usados.

Tabela IV: Estirpes bacterianas utilizadas

Estirpes Caracteristicas Origem e/ou
referéncia

S. Fonticola UTAD 54 Isolado ambiental Impr, Car Saavedra (2000);
UTAD

S. fonticola 7882 Estirpe de coleccéo LMG

E. coli XL2-Blue Células supercompetentes Stratagene

E. coli DH5? F-recAl end Al gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk-, UA

mk+) supE44 relAl ?280dlacZ?M15
?(lacZYA-argF) U169
E. coli TOP10F’ F’ {lacla Tn10 (TetR)} mcrA ?(mrr-hsd rms- Invitrogen
mcrBC) B0lacZ?M15 ?lacX74
recAlaraD139 ?(ara-leu)7697 galU galK rpsL

(Str’) end Al nupG.

Legenda: UTAD - Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro; UA - Universidade de Aveiro; LMG:
Laboratorium voor Microbiologie Universiteit Gent

Tabela V: Vectores de clonagem e plasmideos recombinantes utilizados

Vectores de clonagem Caracteristicas
pBGS19 Vector de clonagem; Kmr
pCR?2.1 Vector de clonagem; Kmr, Ampr (Invitrogen®)

Plasmideos recombinantes

pSFC542 Vector pBGS19 com inserto de 12 Kb contendo o gene blasca; Carr

pSFC547 Vector pBGS19 com inserto de 1 Kb contendo o gene blasia; Carr
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2. Meios de cultura

A composicdo dos meios de cultura utilizados é indicada a seguir, para volumes
de 1 litro. Especificidades relativas a preparagdo de determinados meios sdo também
descritas. Todos os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 20
minutos, logo apos a sua preparacdo. Os meios sélidos foram preparados de acordo
com a composicdo apresentada para os meios liquidos correspondentes, suplementados

com 2 % de Bacto-Agar (Difco)

Meio de TSB (Caldo de tripticase-soja): Peptona de caseina, 17 g; Peptona de
soja, 3 g; NacCl, 5 g; K2HPOq4, 2,5 g; Dextrose, 2,5 g; pH 7,3.

Meio de LB (Luria-Bertani, Miller 1972): Triptona, 10 g; Extracto de levedura, 5
g; NaCl, 10 g; pH 7,3.

Meio de Mueller-Hinton 2: Extracto de carne, 2 g; Caseina hidrolisada, 17,5 g;
Amido, 1,5g; pH 7,0.

Meio SOC: Triptona, 20 g; Extracto de levedura, 5 g; NaCl, 0,5 g; Apoés
dissolvidos os reagentes indicados, adicionar 10 ml de solucdo de KCI 250 mM. Ajustar
o pH a 7,0 e ajustar o volume até 980 ml. Autoclavar 20 minutos a 120 °C, deixar
arrefecer até 55 °C e adicionar 10 ml das seguintes soluc¢des, previamente esterilizadas
por filtracdo: MgCl. 1 M e Glucose 2 M.

Meio SOB: Preparar segundo a receita indicada para o meio SOC. Apds

autoclavar adicionar 5 ml de uma solugdo de MgClz 2 M estéril.

2.1 Aditivos para os meios de cultura

2.1.1 Antibioticos

Os antibi6ticos ampicilina, canamicina e carbenicilina (Sigma) foram utilizados

neste trabalho, nas seguintes condicdes:
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Ampicilina: Solucédo stock preparada a 50 mg/ml em agua. Usar a 50 ?g/ml
para seleccdo e manutencdo de transformantes em procedimentos de clonagem de
genes.

Canamicina: Solucdo stock preparada a 50 mg/ml em &gua. Este antibiotico foi
usado a 50 ?g/ml, como alternativa a ampicilina, em procedimentos de clonagem, em
que o fragmento clonado contenha um gene de resisténcia a antibiéticos beta-
lactamicos.

Carbenicilina: Solucéo stock preparada a 20 mg/ml em agua. A carbenicilina foi
usada a 100 ?g/ml, como suplemento em meios de cultura utilizados para amplificar
plasmideos recombinantes com fragmentos contendo um gene de resisténcia a este
antibiotico. Foi também utilizada na seleccao de transformantes

ApOs preparadas as solucbes de antibidticos foram esterilizadas por filtracéo,

utilizando filtros de 0,22 ?m de poro, e conservadas a -20°C.

2.1.2 Inibidores de beta-lactamases

Como inibidores de beta-lactamases foram utilizados o acido clavulanico (Smith
Kline Beecham Pharmaceuticals - BRL 14151) e o tazobactam (Lederle). As solugdes
stock foram preparadas a 100 ?g/ml, em agua (acido clavulanico) ou em bicarbonato de

sodio 0,1 M (tazobactam), e armazenadas a —20 °C.

2.1.3 Indicadores de complementacdo do gene lacZ

Os compostos X-Gal (Boheringer) e IPTG (Sigma) foram usados como
indicadores de complementacgdo do gene lacZ. O volume adequado destes compostos foi
espalhado directamente, em placas, sobre a superficie de meio LA.

X-Gal: A solugdo stock deste composto foi preparada a 40 mg/ml em
dimetilformamida, e conservada a —20 °C, protegida da luz. Usar 40 ?l desta solucéo

por placa de meio LA.
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IPTG: Solucdo stock preparada a 100 mM em agua, e conservada a -20 °C.

Sempre que necessario usar 40 ?l desta solucdo por placa de meio LA.

3. Crescimento e manutencdo dos microrganismos

As estirpes bacterianas foram mantidas em placas de TSA ou LA, a 4 °C, e
repicadas para meio fresco todos os meses. A estirpe S. fonticola UTAD54, bem como as
estirpes de E. coli transformadas foram mantidas nos mesmos meios, suplementados
com os antibiéticos adequados (ampicilina a 50 ?g/ml, canamicina a 50 ?g/ml e/ou
carbenicilina a 100 ?g/ml).

Cada uma das estirpes foi ainda conservada a —70 °C, em meio TSB, na presenga
de 20 % de glicerol. Este método de conservacdo permitiu a manutencdo das estirpes
por longos periodos de tempo. Sempre que necessario recuperou-se a estirpe retirando
aliquotas deste stock, para placas com meio TSA, posteriormente incubadas a
temperatura éptima de crescimento da estirpe, durante 14-16 horas.

O crescimento das estirpes, em meio liquido, efectuou-se geralmente em agitador
orbital (100 a 250 rpm), a temperatura de incubacdo adequada: 28-30 °C para as

estirpes de S. fonticola e 37 °C para as estirpes de E. coli.

4. Reagentes

Os reagentes quimicos e bioquimicos utilizados neste trabalho foram adquiridos
nas seguintes casas comerciais: Merck (Darmstadt, Alemanha), Sigma Chemical Co (St.
Louis, Missouri, EUA), GiBco BRL (Eggenstein, Alemanha), Boheringer
Manheim/Roche (Manheim, Alemanha), MBI Fermentas (Vilnius, Lituédnia) Promega
Co (Madison, EUA), Difco (Detroit, Michigan, USA), Pharmacia (Uppsala, Suécia),
Biorad (California, EUA), Qiagen (Hilden, Alemanha).
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5. Avaliacdo da susceptibilidade a agentes antimicrobianos

5.1 Método de difusdo em agar com discos de antibioticos

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos foi determinada através da
técnica de difusdo em agar, utilizando os seguintes discos comerciais de antibioticos:
ampicilina (AMP10), amoxicilina (AML10), amoxicilina + acido clavuléanico,
carbenicilina (CAR100), piperacilina (PRL100), piperacilina + tazobactam (TZP110),
imipenemo (IMP10), cefoperazona (CFP30), cefepime (FEP30), cefalotina (KF30) e
aztreonamo (ATM30), obtidos da casa BioMérieux.

O procedimento utilizado para obtenc¢do do antibiograma é descrito a seguir e foi
defenido de acordo com as normas do NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 1995), classificando as estirpes, de acordo com a inibicdo observada, nas

categorias sensivel, intermédia ou resistente.

Técnica de difusdo em agar com discos de antibidticos

1- Preparar uma suspensdo bacteriana com turvagéo equivalente a metade do grau 1 da escala de
MacFarland (3-4 colénias) em soro fisiologico estéril.

2- A partir desta suspensdo, inocular placas de agar Mueller-Hinton, utilizando uma zaragatoa.

3- Deixar secar o inéculo e aplicar os discos dos antibiéticos a testar sobre a superficie do meio de
cultura.

4- Incubar a 37°C, durante 18 horas.

5- Com uma craveira medir os diametros dos halos de inibicdo de crescimento para cada

antibidtico.

5.2 Método de difusdo em agar com tiras

O método de difusdo em agar com tiras, usualmente denominado E-test (Epsilon-
test), foi utilizado com vista a determinacdo das concentracdes minimas inibitorias

(MICs). Este teste baseia-se na utilizacdo de tiras comerciais com dimensdes de 5x 50
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mm, impregnadas com o antibidtico a testar em concentra¢des decrescentes, desde 256
a 0,016 mg/l. Estas tiras sdo colocadas sobre placas de agar Mueller-Hinton,
previamente inoculadas com a estirpe em estudo.

O procedimento seguido para inoculacdo e incubacdo das placas de Mueller-
Hinton foi igual ao descrito no ponto 5.1 deste capitulo. O valor da concentracio
minima inibitéria (mg/l) corresponde ao ponto de intersec¢do entre o crescimento
bacteriano e a tira de E-test. Tal como referido para o método de difusdo em agar com
discos, também neste caso os valores das concentracdes minimas inibitérias
determinados permitiram classificar a estirpe nas categorias sensivel, intermédia ou
resistente de acordo com os critérios do NCCLS (National Committee for Clinical

Laboratory Standards, 1995).

6. Métodos bioquimicos para caracterizacdo de beta-lactamases

6.1 Preparacdo de extractos enzimaticos

A metodologia utilizada na obtencdo dos extractos enzimaticos brutos das
estirpes em estudo, foi adaptada a partir de Arstila et al. (1993). Utilizando este
procedimento foi possivel obter, sem qualquer outro passo de purificacdo, extractos

enzimaticos aplicaveis na determinagédo do ponto isoeléctrico.

Preparacdo de extractos enzimaticos brutos

1- Transferir 1 ml de uma cultura em fase exponencial para 50 ml de meio TSB.

2- Incubar a 37 °C, com agitacéo, durante 3 a 4 horas.

3- Centrifugar a 5000 rpm, a temperatura de 4 °C, durante 15 minutos. Rejeitar o sobrenadante.

4- Ressuspender as células em 10 ml de soro fisiolégico. Centrifugar novamente.

5- Ressuspender o sedimento em 1 ml de 4gua destilada.

6- A lise das células em suspensao foi obtida utilizando um sonicador Labsonic 200 a 300 MHZ.
As suspensdes foram mantidas em gelo e aplicaram-se ciclos de sonicag¢édo de 2 minutos, com

intervalos de 30 segundos.
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7- Transferir os sonicados para tubos tipo Eppendorf e centrifugar a 12000 rpm, a temperatura de 4

°C, durante 15 minutos. Os sobrenadantes obtidos foram armazenados a—20 °C.

6.2 Determinacdo do ponto isoeléctrico (pl)

O pl das beta-lactamases em estudo foi determinado por focagem isoeléctrica no
Sistema Phast System (Pharmacia) (Huovinen, 1988). Aplicaram-se 5 ?I dos extractos
em géis comerciais de poliacrilamida com anfdlitos de gradiente de pH de 3 a 9
(Phastgel 3-9, Pharmacia). Paralelamente aos extractos das estirpes em estudo,
aplicaram-se como padrbes de ponto isoeléctrico, extractos preparados a partir de
estirpes produtoras de beta-lactamases com pl conhecido, tais como TEM-1 (pl 5,4),
TEM-2 (pl 5,6), TEM-6 (pl 5,87), SHV-1 (pl 7,6) e SHV-5 (pl 8,2).

A visualizacdo das bandas, correspondentes as beta-lactamases presentes em
cada extracto, foi possivel ap6s a adicdo de 100 ?I de nitrocefin (Glaxo farmacéutica) a
partir de uma solucéo “stock” a 100 ?M.

O efeito dos inibidores de beta-lactamases sobre as enzimas em estudo foi
pesquisado, colocando sobre os géis, apds a focagem isoeléctrica, 150 ?I do composto
inibidor a testar. Apoés a revelagdo, o desaparecimento da banda correspondente a uma
determinada beta-lactamase denuncia a perda, por parte dessa enzima, da capacidade
de hidrdlise do nitrocefin, concluindo-se que o composto testado inibe a beta-lactamase

em causa.

7. Marcadores de peso molecular para DNA

7.1 Marcadores de baixo peso molecular

O tamanho dos fragmentos lineares de DNA foi determinado por comparagdo

com a migracdo de fragmentos de peso molecular conhecido, utilizando para tal os
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marcadores de peso molecular apresentados na tabela em anexo, que permitiram
estimar o tamanho de fragmentos até 23 Kb.

Os marcadores ?/Hindlll e ?/Pstl foram preparados digerindo DNA do fago ?
(MBI Fermentas) com as endonucleases de restricdo Hindlll e Pstl. Os restantes

marcadores foram adquiridos da casa MBI Fermentas.

7.2 Marcadores de alto peso molecular

Como marcador de alto peso molecular, em electroforese em campo pulsado,
utilizaram-se concatdmeros de DNA do fago ? em blocos de agarose (PFGE marker | ?-
ladder, Boehringer Mannheim). Foram também utilizados os marcadores ?/Hindlll e
?/Xhol, preparados em blocos de agarose, em géis de campo eléctrico pulsado, no caso

dos fragmentos a resolver apresentarem tamanhos até 45 Kb.

8. Enzimas para extrac¢cdo de DNA

Em procedimentos de extraccdo de &cidos nucleicos usaram-se as enzimas
Lisozima (Boehringer Mannheim), Proteinase K (Boehringer Mannheim) e RNase A
(Sigma).

Lisozima: solucéo stock preparada a 10 mg/ml em Tris-HCI, pH 8,0; dividir em
aliquotas e armazenar a —20 °C.

Proteinase K: solugdo stock preparada a 10 mg/ml em agua; dividir em
aliguotas e armazenar a —20 °C.

RNase: solucéo stock preparada a 10 mg/Z/ml em Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; NacCl
15 mM. Aquecer a 100 °C durante 15 min. para inactivar eventuais DNases

contaminantes. Dividir em aliquotas e guardar a —20 °C.
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9. Preparagdo de DNA total

O DNA total das estirpes em estudo foi isolado utilizando os dois métodos
descritos nos pontos seguintes, seleccionados de acordo com a utilizagdo que se

pretendia dar ao DNA extraido.

9.1 Preparacdo de DNA total em solucéo

O DNA destinado a tratamento com enzimas de restricdo de elevada frequéncia
de corte, cujos fragmentos resultantes sejam de tamanho inferior a 30 Kb, foi obtido
utilizando o sistema comercial Genomic DNA Purification Kit (MBI Fermentas). O DNA
obtido por este método foi ainda utilizado em reaccdes de PCR. O quadro seguinte

descreve o protocolo cedido pelo fabricante.
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Preparacdo de DNA total em solucéo (Genomic DNA Purification Kit)

1- Incubar a estirpe em 5 ml de meio TSB, durante 16-18 horas, a 250 rpm.

2- Sedimentar as células por centrifugacdo, durante 5 minutos a 14000 rpm. Ressuspender em 200
?lde TE.

3- Adicionar 400 ?l de Solugdo de Lise (MBI Fermentas). Misturar vigorosamente. Incubar 10
minutos a 65 °C. A solucéo deve apresentar-se viscosa e transparente.

4- Adicionar 600 ?I de cloroférmio e agitar até que as fases se misturem. Centrifugar 2 minutos a
10000 rpm.

5- Preparar a solucdo de precipitacdo adicionando a 720 ?l de agua estéril 80 ?I de Solucéo de
Precipitacdo Concentrada (MBI Fermentas).

6- Transferir a fase aquosa para um microtubo novo.

7- Adicionar a solugdo de precipitacdo a fase aquosa e misturar suavemente. Incubar 15 minutos a
temperatura ambiente.

8- Centrifugar 2 minutos a 10000 rpm.

9- Ressuspender o precipitado em 100 ?I de uma solugdo de NaCl a 1,2 M. Adicionar 2 ?l de uma
solucdo de RNase a 10 mg/ml. Incubar 10 minutos a 37 °C.

10- Adicionar 3 volumes de etanol frio. Deixar precipitar durante 15 minutos a-20 °C.

11- Centrifugar 3-4 minutos a 12000 rpm.

12- Lavar o DNA com etanol a 70 %.

13- Ressuspender em 100 ?l de TE. Conservar a-20 °C.

TE: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA.

9.2 Preparacdo de DNA total em blocos de agarose

A separacdo de fragmentos de alto peso molecular por PFGE, exige a obtencéo
de DNA total intacto, sem que haja ruptura dos cromossomas ou plasmideos durante o
processo de extraccdo. Por esta razdo todos os procedimentos envolvidos na extraccao
de DNA a utilizar na execuc¢do desta técnica, foram efectuados dentro de uma matriz
protectora de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP agarose, ultra PURE? , GiBCcO BRL),

tal como descrito no quadro seguinte.
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Preparacdo de DNA total em blocos de agarose (Smith et al., 1986)

1- Crescer aestirpe em meio TSB a 30 °C, com agitacao.

2- Determinar a DO da cultura, e calcular o volume a utilizar de modo a usar na preparacédo dos
blocos 5 x 108 células/ml de agarose (considerar que no caso de bastonetes 1 DO = 8 x 108
células).

3- Sedimentar as células por centrifugacédo. Lavar em 1/10 de TE. Ressuspender em 500 ?I de TE.

4- Adicionar um volume de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP agarose, ultra PURE? , GIBCO
BRL) (preparada a 1 % em TE), previamente aquecida a 42 °C.

5- Miisturar e distribuir imediatamente por moldes. Deixar solidificar a 4 °C.

6- Colocar os blocos de agarose em 10 volumes de solugdo de lise. Incubar durante 24 horas a 37
°C.

7- Descartar a solugédo de lise e adicionar 10 volumes de solug¢do EPS. Manter a 50 °C durante 24
horas.

8- Incubar os blocos em TE 2 x 1 hora, com agitacdo suave.

9- Conservar os blocos em 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM EDTA, a 4°C.

Solugéo de lise: Lisozima 1 mg/ml; Tris-HCI pH 7,2, 10 mM; NaCl 50 mM; EDTA 100mM,;
Deoxicolato sédico 0,2 %,; Sarcosil 0,5 %.
Solucgdo EPS: EDTA, pH 8,0, 100mM; Sarcosil 1 %; Proteinase K 50 ?g/ml

TE: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA.

10. Preparacdo de DNA plasmidico

10.1 Minipreparacdes de plasmideos - Método Lysis by Boiling
(Holmes & Quigley, 1981)

O método de extraccdo rapida de plasmideos a seguir descrito foi utilizado na

analise de transformantes de E. coli.
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Minipreparacdes — Lysis by boiling

1- Inocular uma col6énia com um palito estéril em 1,5 ml de meio LB, suplementado com o
antibiético adequado. Incubara 37 °C durante 14-16 horas, a 250 rpm. Sedimentar as células por
centrifugacdo, a 14000 rpm, durante 5 minutos.

2- Ressuspender em 350 ?I de STET; adicionar 10 ?I de uma solugdo de lisozima preparada a 10
mg/ml.

3- Deixar a lisozima actuar 1 minuto. Ferver em agua 45 segundos. Centrifugar 5 minutos a 14000
rpm.

4- Retirar o “pellet” (restos celulares e DNA cromossémico) com um palito estéril.

5- Precipitar o DNA plasmidico em solugdo com 1 volume de isopropanol e 1/10 de volume de
acetato de sédio 3 M, pH 5,2. Misturar e incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

6- Centrifugar a 14000 rpm 5 minutos. Lavar o precipitado com etanol a 70 %. Ressuspender em 30
?lde TE.

STET: 0,1 M NacCl; 5% Triton X-100; 10 mM Tris-Hcl, pH 8,0; 1 mM EDTA.

TE: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA.

10.2 Sistema QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

Este método foi empregue na pesquisa de plasmideos na estirpe S. fonticola
UTADS54, assim como na obtencdo de DNA plasmidico de elevado grau de pureza, a
ser utilizado para sequenciacdo automatica. O sistema foi usado de acordo com a

metodologia aconselhada pelo fabricante.
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Quiaprep Spin Miniprep Kit

10-

Inocular a estirpe em 5-10 ml de meio LB suplementado com antibiético. Incubar 14-16 horas a
37 °C com agitagdo. Centrifugar durante 5 minutos a 14000 rpm.

Ressuspender as células em 250 ?I de Tampado P1 (Qiagen) (ao qual foi previamente adicionada
RNase para uma concentragéo final de 100 ?g/ml).

Adicionar 250 ?l de Tampéo P2 (Qiagen) e agitar suavemente. Apds este passo a solucdo devera
apresentar-se transparente e viscosa.

Adicionar 350 ?I de Tampao N3 (Qiagen) e inverter o tubo 4-6 vezes. Formam-se precipitados
brancos.

Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm. Entretanto colocar uma coluna (Qiagen) num microtubo de
2ml.

Colocar o sobrenadante na coluna. Centrifugar 30 a 60 segundos. Descartar o liquido recolhido.
Lavar a coluna com 0,5 ml de Tampé&o PB (Qiagen) e centrifugar 30-60 segundos. Descartar o
liquido.

Colocar na coluna 0,75 ml de Tampao PE (Qiagen) e centrifugar 30 a 60 segundos.

Descartar o liquido recolhido no tubo e centrifugar por mais 1 minuto para remover o restante .
Colocar a coluna num tubo de 1,5 ml. Eluir o DNA colocando 50 ?I de 4gua estéril no centro da

coluna. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar 2 minutos a 14000 rpm.

11

. Hidrdlise de DNA por endonucleases de restri¢cao

As enzimas de restricdo foram obtidas das firmas Boehringer Manheim, Gibko-

BRL, Promega e MBI Fermentas, e foram utilizadas de acordo com as recomendagdes

dos referidos fornecedores. Os pontos seguintes especificam as condi¢@es utilizadas para

digestdo de DNA em solucgédo e em blocos de agarose.

11

de

.1 Digestdo de DNA em solucao

As digestdes de DNA total ou plasmidico em solucédo efectuaram-se em volumes

10 a 50 ?I contendo 0,1 a 5 ?g de DNA (Sambrook et al., 1990). Em geral foram

utilizadas 1 a 5 U de enzima por ?g de DNA. As condicdes relativas ao tempo e
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temperatura de incubagéo, bem como ao tampéo a utilizar foram estabelecidas, como ja
referido, segundo as recomendacdes do fornecedor. No entanto, no caso de digestdes de
fragmentos de DNA, de baixo peso molecular, amplificados por PCR, verificou-se ser

mais eficiente um tempo de incubacéo alargado até 14-16 horas.

11.2 Digestdo de DNA gendmico embebido em agarose

Foram utilizadas enzimas de restricio que reconhecem sequéncias pouco
frequentes, de modo a obter fragmentos de grande tamanho. Na preparacdo das
reaccdes de hidrolise foram tomadas precaucfes de forma a evitar a quebra do DNA

embebido em agarose.

Digestdo de DNA embebido em agarose (Correia, 1995)

1- Colocar o bloco a digerir em TE, durante 2 horas a 4 °C.

2- Retirar o TE e adicionar 1 ml de tampéo de digestao; manter 2 horas a 4 °C.

3- Renovar o tampéo de digestio até um volume final de cerca de 100 ?I e adicionar 10 a 25 U de
enzima; manter 14-16 horas a 4 °C.

4- Incubar a temperatura recomendada para cada enzima durante 3 horas.

5- Retirar o tampao e adicionar 500 ?| de TE. Lavar durante 1 hora, a temperatura ambiente, com
agitacédo.

6- Carregar o bloco tratado no gel ou renovar o TE e conservar a 4 °C

12. Electroforese de DNA

12.1 Electroforese em gel de agarose convencional

Os fragmentos de DNA foram separados em géis de agarose (ltra PURE?,
Gisco BRL) com concentragdes entre 0,7 e 2 %, de acordo com 0s seus tamanhos,

decorrendo as electroforeses a voltagens entre 1 a 4 VV/cm, em tampéo TAE (Sambrook
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et al., 1995). As amostras liquidas foi adicionado 1/6 de volume de tampao de carga,

imediatamente antes de serem carregadas no gel.

Tampao de carga (6x): 0,25 % Azul de Bromofenol; 0,25 % Xileno Cianol; 40 % Sacarose.
TAE (50x): 40 mM Tris base; 5 mM Acetato de s6dio; 2 mM EDTA; pH 8,0. Preparar a solugéo stock

50x concentrada.

12.2 Electroforese em campo eléctrico pulsado

As electroforeses em campo eléctrico pulsado decorreram no aparelho CHEF-
DRII’ (BioRad). Os géis de agarose (Agarose for PFGE applications, BioRad) foram
preparados a concentragbes compreendidas entre 0,8 % e 1 %. Utilizou-se o tampdao
TBE, considerado mais adequado para electroforeses de longa duracdo devido a sua
maior capacidade tamponante (Correia, 1995). As condic¢des relativas a voltagem
utilizada, ao tempo de electroforese e as condi¢cdes de alternancia de campo foram

estabelecidas de acordo com os tamanhos dos fragmentos a separar.

TBE (10x): 90 mM Tris base; 90 mM Acido bérico; 2 mM EDTA; pH 8,3. Preparar a solugao stock 10x

concentrada.

13. Visualizacdo do DNA

Os géis de agarose foram corados durante cerca de 15 minutos numa solucgéo de
brometo de etidio (EtBr) a 5 ?g/?l. O excesso de corante foi retirado lavando os géis
durante 5 minutos em agua destilada, com agitacdo suave. Apos este procedimento foi
possivel visualizar o DNA num transiluminador de luz UV. O registo dos resultados
fez-se fotografando os géis usando uma cadmara MP15 (Polaroid), com pelicula T667

(Polaroid).
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14. Quantificacdo de DNA

O DNA em solugdo foi quantificado por espectrofotometria, medindo-se as
absorvéancias das amostras a 260 nm. A concentracdo de DNA em cada amostra foi
calculada atendendo a que, na auséncia de contaminacdo, uma unidade de densidade
Optica a este comprimento de onda corresponde a 50 ?g/ml de DNA de cadeia dupla e
40 ?g/ml de DNA de cadeia simples.

A pureza das preparacGes de DNA foi estimada calculando a razdo entre as
absorvancias obtidas a 260 nm e 280 nm, considerando que esta relagdo deve ser
aproximadamente 1,8 para amostras de DNA puras. Valores superiores a 1,8 indiciam
contaminagdo por RNA, enquanto que valores inferiores a 1,8 sdo normalmente

associados a contaminacdo por proteinas ou compostos fendlicos.

15. Amplificacdo de fragmentos de DNA por PCR

As condigOes utilizadas para amplificacdo de DNA, nomeadamente o programa
utilizado e as concentracdes de MgCl. e DNA, foram definidas de acordo com o
tamanho e sequéncia do fragmento a amplificar e dos iniciadores usados para cada
caso. As reac¢Oes de PCR foram efectuadas em volumes de 50 ?I e decorreram num
termociclador Perkin Elmer GeneAmp® PCR System 2400. Os reagentes e a enzima
foram obtidos da casa MBI Fermentas.

Os fragmentos amplificados destinados a digestdo com enzimas de restricao,
foram purificados utilizando o sistema kit CONCERT? Rapid PCR Purification System

(GiBCco BRL), de acordo com as instrugdes do fabricante.
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Purificacédo de produtos de PCR (kit CONCERT? Rapid PCR Purification System)

1- Adicionar 400 ?I de solu¢do H1 (Binding Solution - Gibco BRL) a reac¢édo de PCR e misturar.

2- Colocar uma coluna (Gibco BRL) num tubo de 2 ml. Transferir a amostra para a coluna.

3- Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto.

4- Remover o liquido recolhido no tubo. Colocar novamente a coluna no tubo de 2 ml.

5- Lavar a coluna com 700 ?I de tampé&o H2 (Wash Buffer - Gibco BRL). Centrifugar a 14000 rpm
durante 1 minuto. Descartar o liquido no tubo.

6- Centrifugar novamente nas mesmas condi¢des para remover restos de tampao 2.

7- Colocar a coluna num tubo de 1,5 ml. Adicionar 50 ?l de TE previamente aquecido directamente
no centro da coluna.

8- Incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente. Recolher a amostra por centrifugacdo a

14000 rpm durante 2 minutos.

16. Técnicas utilizadas na clonagem de fragmentos de DNA

As técnicas a seguir descritas foram aplicadas na clonagem de fragmentos de
DNA obtidos por digestdo com enzimas de restricdo ou por amplificacdo por PCR.

A utilizacdo do sistema comercial TA Cloning® Kit (Invitrogen) permitiu clonar
produtos de PCR no vector pCR’2.1 (incluido neste sistema), sem ser necessario
recorrer ao uso de enzimas de restricao.

Este sistema baseia-se no facto da Tag polimerase apresentar uma actividade
independente do DNA molde, que adiciona um unico residuo de adenina (A) aos
extremos dos fragmentos amplificados. O vector pCR?2.1 é fornecido linearizado, e
possui nos extremos coesivos um unico residuo de timina (T). Esta caracteristica permite

a ligacéo directa e eficiente de produtos de PCR neste vector.
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16.1 Preparacéo de células competentes

As células competentes utilizadas neste trabalho foram preparadas utilizando o
método de cloreto de rubidio, que permitiu obter frequéncias de transformacao elevadas

(até 108 transformantes por ?g de DNA).
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Método de cloreto de rubidio (Hanahan, 1983)

1- Incubar a estirpe de E. coli em meio SOB agarizado por 14-16 horas.
2- A partir desta placa inocular 100 ml de meio SOB. Incubar a 37 °C e a 250 rpm, até a cultura
atingir uma densidade 6ptica (DOgoonm) de 0,4 a 0,45.
3- Recolher as células por centrifugacao a 4000 rpm, num rotor GSA (Sorvall), durante 5 minutos, a
4°C,
4- Ressuspender em solugdo RF1 (173 do volume inicial) e manter em gelo durante 30 minutos.
5- Centrifugar segundo as condi¢des indicadas em 3. Ressuspender em solugdo RF2 (1/12,5 do
volume inicial) e manter em gelo durante 15 minutos. Repartir em aliquotas.
6- Usar imediatamente ou conservar a-70 °C.
Solugdo RF1: 100 mM RbCI; 50 mM MnCI2; 30 mM Acetato de potéssio; 10 mM CaCl2; 15
% (v/v) glicerol; pH 5,8 (ajustar com &cido acético 0,2 M). Esterilizar por filtracdo.
Solugédo RF2: 10 mM MOPS, pH 7,0; 10 mM RbCI; 75 mM CaCl2; 15 % (v/Vv) glicerol; pH

6,8. Esterilizar por filtracao.

Para além das células competentes preparadas pelo método de cloreto de
rubidio, foram também utilizadas neste trabalho as células competentes E. coli Top10F’
One Shot’. Estas células foram obtidas da firma Invitrogen, incluidas no sistema de
clonagem de produtos de PCR TA Cloning’ Kit, e permitiram a obtencéo de elevadas

frequéncias de transformacéo.

16.2 Ligacao de fragmentos de DNA

A enzima ligase do fago T4 foi utilizada para unir covalentemente fragmentos de
DNA originados por digestdo com enzimas de restricdo ou por amplificacdo por PCR.
Esta enzima catalisa as liga¢des fosfodiester entre os extremos 3’-OH e 5-P do DNA. As
reaccOes de ligacdo realizaram-se na presenca do tampéo recomendado pelo fabricante.
Este tampao inclui na sua composicdo o ido Mg?* e ATP, cofactores requeridos pela

enzima.

53



Material e Métodos

Ligacdo de fragmentos originados por digestdo com enzimas de restri¢édo

1- Num microtubo preparar a reaccao de ligacao, segundo a seguinte composic¢éo:
X ng de vector (utilizaram-se geralmente 10 a 40 ng)
x ng do fragmento de DNA a ligar
Tampao de ligase 1x (1?1 da solucéo 10x)
1 Unidade de enzima
agua até um volume final de 10 ?I
2- Incubar a reaccdo a 12 °C durante 14-16 horas.

3- Areaccdo pode ser imediatamente utilizada ou armazenada a -20 °C.

O procedimento utilizado para ligar fragmentos amplificados por PCR ao vector
pCR’2.1, foi defenido de acordo com as instrugdes do fabricante. Este sistema nédo

requer a purificacdo dos produtos de PCR a ligar.

Ligacdo de fragmentos originados por amplificacdo por PCR ao vector pCR’ 2.1

1- Num microtubo preparar a reacgédo de ligagdo, segundo a seguinte composic¢ao:
2 21 de vector pCR? 2.1 (25 ng/?l)
x ?I de produto de PCR fresco (de 0,5 a 1 ?I de uma rec¢do de PCR tipica)
1 ?1 de tampéo de ligase 10x
4 Unidades de ligase do fago T4
agua estéril até o volume final de 10 ?I

2- Incubar a reaccdo a 14 °C durante 14-16 horas.

3- Areaccdo pode ser imediatamente utilizada ou armazenada a -20 °C.

16.3 Introducdo de DNA em E. coli

Os produtos das reacg¢des de ligagdo foram introduzidos em células competentes
de E. coli, seguindo um protocolo adaptado de Hanahan (1983). Este procedimento foi

utilizado tanto para transformar células competentes E. coli DH5? preparadas pelo
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método de cloreto de rubidio, como para transformar as células competentes comerciais

E. coli TOP 10F".

Transformacao de células competentes de E. coli

1- Descongelar em gelo uma aliquota (50-200 ?I) das células competentes a utilizar.

2- Adicionar 2-10 ?I da reaccdo de ligagdo as células competentes misturando suavemente. Manter
em gelo por 30 minutos.

3- Submeter as células a um choque térmico durante 30 segundos a 42 °C. Colocar nhovamente em
gelo durante 2 minutos.

4- Adicionar 250 ?I de meio SOC. Incubar durante 1 hora a 37 °C e a 250 rpm.

5- Semear 10-200 ?I da transformacdo em placas de meio LA suplementado com o antibiético
adequado, e quando necessario X-Gal e IPTG.

6- Incubar as placas a 37 °C durante 16-18 horas.

17. Transferéncia de fragmentos de DNA separados em gel de
agarose para filtros de nylon

Os fragmentos de DNA separados por electroforese foram transferidos para
filtros de nylon utilizando um sistema de vacuo (VacuGene? XL, Pharmacia Biotech). O
procedimento utilizado foi estabelecido £ndo como base o protocolo fornecido pelo
fabricante, verificando-se que as modifica¢cdes introduzidas permitiram optimizar a

eficiéncia do sistema.
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Vacuum-blotting

1- Tratar o gel com solucdo despurinizante durante 10 minutos, com agitacdo suave. O volume de
solugdo adicionada deve ser suficiente para manter o gel submerso.

2- Descartar a solucdo despurinizante e adicionar aproximadamente o mesmo volume de solugao
desnaturalizante. Manter durante 45 minutos com agitagdo suave.

3- Retirar a solugdo anterior e deitar sobre o gel 0 mesmo volume de soluc¢édo neutralizante. Manter
durante 30 minutos com agitagdo suave.

4- Entretanto cortar uma membrana de nylon (Boehringer Mannheim) cujas dimensfes sejam
superiores em 1 cm as do gel. Humedecer a membrana em agua.

5- Colocar a membrana na unidade de transferéncia e efectuar a montagem do sistema de acordo
com as instrugdes do fabricante.

6- Sobre a membrana colocar suavemente o gel, tendo o cuidado de evitar que se formem bolhas de
ar entre o gel e ofiltro.

7- Com o auxilio de uma pipeta de vidro, deitar sobre o gel a solugédo de transferéncia (SSC 20x);
Manter durante 60 minutos a 50 mBar. Retirar todo o liquido; remover o gel e, finalmente, a
membrana.

8- Lavar o filtro em SSC 2x durante 5 minutos.

9- Secar e fixar o DNA durante 5 minutos num transiluminador de UV.

Solucdo despurinizante: 0,25 N HCI.
Solucgéo desnaturalizante: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH.
Solugdo neutralizante: 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI, pH 7,2; 1 mM EDTA.

SSC 20x: 3 M NacCl; 0,3 M Citrato de sédio; pH 7,0.

18. Deteccdo de sequéncias homaologas por hibridacdo DNA-DNA

As técnicas descritas neste ponto foram efectuadas utilizando o sistema
comercial de marcagéo e detecgdo de acidos nucleicos DIG System (DIG DNA Labeling
and Detection Starter Kit 1 e DIG Nucleic Acid Detecion Kit, Boehringer Mannheim),
(Holtke et al., 1995).
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18.1 Marcacao ndo radioactiva de sondas de DNA

A técnica de marcacdo utilizada pelo sistema DIG System baseia-se na
incorporagdo ao acaso na molécula de DNA, de nucledtidos marcados com uma
molécula designada digoxigenina. O sistema permite a utilizacdo de diversos métodos
de marcacdo enzimaticos. No caso deste trabalho a incorporacdo dos nucleotidos
marcados (DIG-dUTP) foi efectuada através da extensdo de oligonucleétidos iniciadores
pelo fragmento Klenow da DNA polimerase | (método conhecido como random primed)
ou pela Tag DNA polimerase (método de incorporacdo de digoxigenina-11-dUTP por

PCR).

18.1.1 Método random primed

A utilizacdo deste método permite a marcagdo de fragmentos de DNA obtidos
por digestdo com enzimas de restricdo ou purificados de géis de agarose, ndo sendo
necessario ter qualquer informagdo acerca da sua sequéncia. A partir de
hexanucledtidos ao acaso o fragmento Klenow da DNA polimerase | incorpora, com
base na cadeia de DNA molde, os nucleétidos adicionados a reaccdo, incluindo
digoxigenina-11-dTTP. Esta reaccao de sintese permite a partir de 1 ?g de DNA molde

obter cerca de 2 a 3 ?g de sonda marcada.

Marcacdo de sondas pelo método random primed

1- Diluir cerca de 1 ?g de DNA (previamente purificado) em 16 ?l de 4gua destilada estéril.

2- Desnaturar o DNA fervendo em 4gua durante 10 minutos. Arrefecer imediatamente em gelo.

3- Adicionar 4 ?I de da mistura DIG-High Prime (Boehringer Mannheim) e misturar suavemente.

4- Incubar a reacgdo a 37 °c, durante cerca de 20 horas (tempos de incubacéo a partir de 60 minutos
podem ser utilizados, diminuindo, no entanto, a eficiéncia da reac¢éo de marcacéo).

5- Parar a reac¢do adicionando 2?1 de EDTA 0,5 M.

6- O DNA marcado pode ser utilizado imediatamente ou armazenado a— 20 °C.

DIG-High Prime: 1 mM dATP; 1 mM dCTP; 1 mM dGTP; 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-
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11-dUTP; 1 Us?I fragmento klenow da DNA polimerase I; Tamp&o de reacgéo
S5X

18.1.2 Incorporagéo de digoxigenina-11-dUTP por PCR

A marcacdo de fragmentos de DNA baseada na técnica de PCR apresenta como
vantagem o facto de a partir de pequenas quantidades de DNA (a partir de 1 ng) ser
possivel obter grandes quantidades de sonda marcada. A utilizacdo desta técnica exige
algum conhecimento acerca da sequéncia do fragmento a amplificar, uma vez que 0s
iniciadores a partir dos quais a Tag DNA polimerase inicia a incorporagdo dos
nucleétidos fornecidos (incluindo DIG-11-dUTP), sdo desenhados com base na
sequéncia dos extremos 3’ e 5’ desse fragmento.

A reaccdo de PCR ¢é preparada como indicado no ponto 17 deste capitulo,
excepto no que diz respeito a concentracdo de nucleo6tidos a adicionar. Estes foram
substituidos nas reac¢Ges de marcacdo por 5 ?I de mistura PCR DIG Labeling Mix
(Boehringer Manheim), contendo 2mM dATP, 2 mM dCTP, 2mM dGTP, 1,9 mM dTTP,
e 0,1 mM DIG-11-dUTP.

O programa utilizado na amplificagcdo dos fragmentos sonda, bem como alguns
aspectos relacionados com a composicao da reac¢do de PCR, foram definidos de acordo
com o tamanho e sequéncia do fragmento a amplificar e dos iniciadores utilizados.

O resultado da reaccdo foi analisado por electroforese convencional, em géis de
agarose de baixo ponto de fusdo (LMP agarose, ultra PURE? , GiBco BRL). No caso de
terem sido amplificados fragmentos inespecificos a banda de tamanho esperado foi
cortada do gel, e o bloco de agarose fundido a 65 °C. A sonda assim obtida foi usada

directamente no procedimento de hibridagéo, sem outro passo de purificagéo.
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18.2 Hibridacéo

As etapas de pré-hibridacdo e hibridacdo decorreram de acordo com as
instrucdes do fabricante. O processo de pré-hibridacdo tem como objectivo bloquear
locais de ligacdo inespecificos na membrana.A concentracdo de sonda marcada a
utilizar neste passo revelou ser um factor determinante na eficiéncia do processo.
Muitas vezes foi necessario testar varias concentracdes, segundo a metodologia

aconselhada pelo fabricante, de forma a optimizar este aspecto.
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Pré-hibridacéo e Hibridacao

1- Colocar a membrana num tubo de hibridacéo e adicionar 20 ml de solucédo de hibridacéo por
cada 100 cm2 de filtro. Colocar a temperatura de hibridacdo durante 2 horas.

2- Desnaturar a sonda marcada (no caso de dsDNA) fervendo durante 10 minutos, e arrefecendo
imediatamente em gelo.

3- Desprezar a solugdo utilizada na pré-hibridacédo e adicionar o mesmo volume de solucdo de
hibridacao na qual foi previamente diluida a sonda marcada.

4- Colocar no forno de hibridagéo, a temperatura de hibridagédo, durante 14-16 horas.

5- Apos a hibridagao, retirar a membrana e armazenar a solug¢do de hibridagao a-20°C.

Solucéo de hibridagdo: 5x SSC; 1% Agente bloqueador; 0,1% Sarcosil; 0,02% SDS.

A temperatura de hibridacdo foi estimada com base no tamanho da sonda
marcada e da percentagem de homologia esperada entre o DNA do fragmento sonda e
o DNA alvo. Geralmente para sondas 100% homologas, utilizando a solucdo de
hibridacédo indicada, a hibridagdo devera decorrer a 65-68 °C.

A solucdo de hibridagdo utilizada foi preparada como descrito no quadro
seguinte, tendo sido adicionado 50% de formamida (Casey et al., 1977) em experiéncias
em que se considerou util restringir as condic¢des de hibridacéo.

ApOs a hibridagdo procedeu-se a lavagem da membrana com as solugées | e 11

para remover toda a sonda néo ligada.

Lavagem dos filtros

1. Lavar a membranaem solucdo I, duas vezes, durante 5 min. a temperatura ambiente.
2. Lavar a membrana em solucao Il, duas vezes, durante 15 min. a temperatura de hibridagao.
Solugdo I: 2x SSC; 0,1 % SDS

Solucéo I1: 0,5 X SSC; 0,1 % SDS
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18.2.1 Reutilizacdo da solucéo de hibridacéao

A solucgdo de hibridagdo contendo a sonda marcada pode ser armazenada a -

20°C (no caso de sondas de DNA), mantendo-se estavel por cerca de 1 ano. Para

reutilizar, descongelar a solucéo e desnaturar a sonda a 95 °C durante 10 minutos. No

caso da solucéo de hibridacédo conter 50% de formamida desnaturar a sonda aquecendo

a solucédo a 68°C durante 10 minutos.

18.3 Deteccado

A imunodetec¢do das sondas hibridadas baseou-se na utilizacdo do anticorpo

especifico anti-digoxigenina conjugado com a fosfatase alcalina (anti-DIG-AP). A acc¢ado

da enzima fosfatase alcalina (desfosforilacdo) sobre os substratos colorimétricos

NBT/BCIP (Boehringer Mannheim) revela a presenga de hibridos DNA-DNA. O

procedimento de deteccdo, excepto o ultimo passo (ver protocolo), foi realizado a

temperatura ambiente, em frascos de hibridacéo, com agitacio suave.

Deteccédo colorimétrica

Apo6s a hibridacdo e lavagens, equilibrar a membrana durante 5 minutos em tampao de acido
maleico.

Bloquear a membrana em solugdo bloqueadora durante 30 minutos.

Diluir o conjugado anti-digoxigenina-fosfatase alcalina (Boehringer Manheim) em solugdo
bloqueadora (1:5000).

Remover a solucdo bloqueadora e incubar a membrana com a solugdo contendo anticorpos,
durante 30 minutos.

Descartar a solugdo de anticorpos e lavar a membrana 2x 15 minutos com tampéao de acido
maleico. Estas lavagens permitem remover anticorpos néo ligados.

Equilibrar a membrana em tampao de detecc¢éo durante 5 minutos.

Entretanto preparar a solucéo corante adicionando 200 ?I de solugéo concentrada de NBT/BCIP
(Boehringer Manheim) a 10 ml de tampé&o de detecc¢éo.

Colocar a membrana numa bolsa de plastico com solugdo corante. Selar e incubar no escuro.
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9- Parar a reaccdo lavando a membrana com agua ou TE, quando o desenvolvimento do sinal for
satisfatorio.
Tampao de acido maleico: 0,1 M &cido maleico; 0,15 M NaCl; pH 7,5
Solugdo bloqueadora: 1% de Agente bloqueador (Boehringer Manheim) em Tampéo de
acido maleico

Tampao de detecgdo: 0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl,; pH 9,5

19. ARDRA - Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis

A técnica denominada ARDRA foi aplicada a caracterizacdo genética da estirpe
S. fonticola UTAD54. Esta técnica envolve a amplificagdo de um fragmento do gene que
codifica para o rRNA 16S, e a digestao deste fragmento com endonucleases de restricéo.
Apesar da maioria das técnicas utilizadas neste processo terem sido ja descritas neste
capitulo, apresentam-se no quadro seguinte algumas particularidades consideradas

relevantes para compreender a metodologia utilizada.

ARDRA

A. Amplificacdo por PCR:
1. Num tubo de 0,2 ml preparar a reac¢do de PCR de acordo com a seguinte composic¢ao:
10x Tampé&o de PCR contendoMgCl; 0,5x (2,5 ?1 de uma solugéo stock 10x)

10x Tampao de PCR contendo (NH4)2SO4 0,5x (2,5 ?I de uma solucéo stock 10x)

MgCl. 3 mM (6 ?I de uma solucéo stock 25 mM)
dNTP’s 200 ?M (5 ?I de uma solucéo stock 2 mM)
Primer RD1 0,3?M (1,5 7?1 da solucao stock 10 ?M)
Primer FD1 0,3?M (1,5 ?I da solugéo stock 10 ?M)
DNA moldevariavel 50-100 ng
Taq polimerase 1 U/?1 (1?1 de uma solugdo stock 1 U/?I)

2. Amplificar o fragmento de acordo com o programa: desnaturacéo inicial de 9 minutos a 94
°C, seguida de 30 ciclos compostos por desnaturagdo a 94 °C, 30 segundos; annealing a 56 °C,
30 segundos; extensdo a 72 °C, 1 minuto e 30 segundos e uma extenséo final de 10 minutos a

72°C.
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B. Digestdo com endonucleases de restri¢ao

1. Purificar os produtos de PCR utilizando o sistema kit CONCERT? Rapid PCR Purification

System (G1BCO BRL), segundo o protocolo descrito no ponto 15 deste capitulo.

2. Digerir uma aliquota (10 ?I) da reac¢do anterior, as enzimas a testar. Incubar a reacgdo
durante 14-16 horas a temperatura adequada.

C. Anadlise por electroforese

1. Separar os fragmentos resultantes da digestéo por electroforese em gel de agarose a 2 %.
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Resultados

1. Fenotipo de resisténcia a antibioticos beta-lactamicos da estirpe
Serratia fonticola UTAD54

A estirpe S. fonticola UTAD54 foi isolada de dguas de consumo, no dmbito de um
estudo de caracterizacdo da susceptibilidade de bactérias isoladas destes meios a
antibioticos (Saavedra, 2000). Este estudo permitiu determinar que, relativamente aos
antibioticos beta-lactdmicos, esta estirpe € resistente aos carbapenemos (imipenemo e
meropenemo), aminopenicilinas (amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina),

mecilinamo e cefalosporinas de 12 geracdo (cefalotina) (tabela VI).

Tabela VI: Valores das MIC’s (Minimal Inhibitory Concentration) e diametros dos halos de

inibicdo calculados para varios antibiéticos beta-lactdmicos para a estirpe S. fonticola UTAD54.

. MICs (?g/ml) - E-test Diam. (mm)
Antibidtico
Serratia fonticola UTAD 54
Carbenicilina ND 6 (R)
Amoxicilina >256 ND
Amoxicilina + Ac. Clavulanico 12 ND
Piperacilina 32 25 (S)
Piperacilina + Tazobactam 0,38 29 (S)
Ticarcilina ND 6 (R)
Ticarcilina + Tazobactam ND 22 (S)
Cefalotina >256 ND
Ceftazidima 0,38 28 (S)
Cefotaxima 2/3 ND
Cefoxitina 12 ND
Ceftriaxona 2/3 ND
Mecilinamo >256 6 (R)
Aztreonamo 15 24 (S)
Imipenemo >32 6 (R)
Meropenemo ND 7(R)

ND - ndo determinado; R — resistente; S — sensivel
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De referir ainda que a associa¢do de inibidores de beta-lactamases, nomeadamente
acido clavulanico e tazobactam, possibilita a recuperacdo da actividade dos antibioticos
amoxicilina, piperacilina e ticarcilina.

Com base nestes dados, procedeu-se a caracterizagdo molecular e bioquimica do
mecanismo envolvido na resisténcia aos carbapenemos (Saavedra, 2000). Este trabalho
permitiu detectar a producdo de uma beta-lactamase denominada Sfhl. A analise da
sequéncia do gene que codifica para esta enzima, bem como da sequéncia de aminoacidos
deduzida, permitiu inclui-la na classe molecular B, segundo a classificacdo proposta por
Ambler (Ambler et al.,, 1980). Por outro lado a determinacdo do perfil de substratos e
inibidores desta enzima indica também tratar-se de uma metalo-beta-lactamase, incluida
no grupo 3, sub-classe Bb, segundo a classificacdo proposta por Bush e colaboradores
(Bush et al, 1995; Galleni et al., 2001). A sequéncia nucleotidica do gene blasm esta
disponivel através do niamero de acesso do GenBank AF197943 (Saavedracet al., 2000).

Concluido este trabalho verificou-se que a resisténcia da estirpe S. fonticola
UTADS54 aos antibioticos do grupo das penicilinas e cefalosporinas de 12 gera¢do ndo €
devida a producgdo da metalo-beta-lactamase Sfhl. Por esta razdo os estudos descritos
nesta dissertacdo foram desenvolvidos com vista a elucidar os mecanismos que conferem

estas resisténcias.

1.1 Pesquisa de outras beta-lactamases

Uma biblioteca genémica da estirpe S. fonticola UTAD54 foi previamente
construida, a partir de fragmentos obtidos por digestdo parcial do DNA genémico com a
enzima de restricdo Sau3Al, utilizando como vector o plasmideo pBGS19 (Saavedra, 2000).

A partir desta biblioteca genémica foram seleccionados clones resistentes a
carbenicilina em placas de meio LB suplementado com os antibioticos canamicina (50
?g/ml) e carbenicilina (100 ?g/ml).

A analise dos fragmentos obtidos por digestdo do DNA plasmidico recombinante
com as enzimas de restricdo EcoRI, Hindlll e Pstl permitiu calcular o tamanho dos
insertos, em comparagdo com marcadores de peso molecular. Um inserto com cerca de 16
Kb foi detectado em todos os clones analisados. Um transformante foi seleccionado e o

plasmideo recombinante correspondente denominado pSFC542 (Fig. 8).
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Procedeu-se a digestdo do plasmideo pSFC542 com a enzima Hindlll, ligacdo e

sub-clonagem dos fragmentos resultantes e transformacéo na estirpe E. coli DH5?. O

DNA plasmidico recombinante, obtido a partir dos clones resistentes a carbenicilina

seleccionados, foi digerido com enzimas de restricdo. A analise dos fragmentos obtidos

em gel de agarose a 0,7 % permitiu calcular o tamanho dos insertos clonados. Um

transformante foi seleccionado para estudos posteriores e o plasmideo correspondente,

contendo um inserto com cerca de 1000 pb, foi designado pSFC547 (Fig. 8).

Hindill

Hindlll

| DSFC542

A

mmm———————
\

pSFC547

|

Fig. 8 Esquema representativo dos fragmentos clonados. O plasmideo recombinante pSFC547 foi

construido através da subclonagem de fragmentos resultantes da digestdo do plasmideo pSFC542

com a enzima Hindlll, segundo o esquema apresentado.

1.1.1 Determinacéo da sequéncia nucleotidica do fragmento clonado

O DNA plasmidico recombinante do clone contendo o plasmideo pSFC547 foi

extraido utilizando o sistema QIAprep Spin Miniprep Kit, segundo as recomendacfes do

fabricante (ponto 10 do capitulo Material e Métodos). A qualidade e quantidade do DNA

extraido foram estimadas por espectrofotometria. Verificou-se que o método utilizado

permitiu obter DNA suficientemente puro e em quantidade adequada para proceder a

sequenciagdo de ambas as cadeias de DNA do fragmento clonado.

Procedeu-se a determinacdo da sequéncia nucleotidica do inserto do plasmideo

pSFC547 usando os primers M13 directo e M13 reverso. A anélise da sequéncia obtida
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revelou a presenca de parte de uma ORF (Open Reading Frame). Com base nesta sequéncia
foi desenhado um oligonucleotido que serviu como iniciador para completar a
determinacdo da sequéncia nucleotidica da ORF, usando como molde o DNA do

plasmideo pSFC542. As regides adjacentes a ORF foram também sequenciadas (Fig. 9).

blasc.a
Hindlll
Sall Sphl EcoRV Regites
Pstl adjacentes
| EcoR EcoR J
R
147 pb 927 pb 663 pb

Fig.9: Representacdo esquematica do fragmento clonado e sequenciado apresentando os locais de corte para

algumas enzimas de restricao.

1.1.2 Anélise da sequéncia nucleotidica

A fase de leitura detectada inicia-se com o coddo ATG no nucleétido 146 (a
numeracao foi iniciada no extremo 5’ do fragmento sequenciado) e termina com o coddo
TAA no nucleétido 1073, sendo esta ORF constituida por 927 nucle6tidos. A sequéncia
nucleotidica bem como a sequéncia de aminoacidos deduzida sao apresentadas na figura
10.

A montante do codao de iniciacdo foi identificado um provavel local de ligacdo ao
ribossoma (AAGG). Regibes conservadas, constituintes de um promotor tipico dos
microrganismos pertencentes a familia das Enterobacteriaceae, foram também identificadas,
nomeadamente a regido -35 (TTGAAA) e a regido -10 (TATACT), separadas por vinte
nucleotidos. Finalmente duas sequéncias palindromicas (sublinhadas e designadas al e a2
na figura 10) foram identificadas a jusante da ORF. Estas sequéncias formam

provavelmente um loop no mMRNA, correspondente a um sinal terminador da transcrigéo.
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A tabela de uso de coddes apresentada foi construida utilizando software disponivel

na internet (http://www.kazusa.or.jp/codon/) (tabela VII). Nela apresentam-se o

namero de vezes que um determinado coddo é utilizado nesta ORF bem como a
frequéncia de utilizacdo desse codéo relativamente aos coddes utilizados para 0 mesmo
aminoéacido. A analise destes dados permite verificar que o uso de coddes cuja primeira
letra é G ou C verifica-se em 53,8 % dos casos, em que a segunda letra é G ou C em 45,2 %
dos casos e finalmente em que a terceira letra é G ou C verifica-se em 38,4 % dos casos. O
contedo em GC da ORF sequenciada é de 45,3 %.

O codao de inicia¢cdo (AUG) e o codao de terminacdo (TAA) identificados nesta ORF
sdo os mais frequentemente utilizados pelos microrganismos incluidos na familia

Enterobacteriaceae.

Tabela VII: Tabela de uso de coddes do gene blasrca. A frequéncia de utilizagdo de um

determinado codao é dada por mil coddes.

aa cd fuc nuc aa cd fuc nuc aa cd fuc nuc aa cd fuc nuc
Phe UW 0, 25(1) Ser UCU 0,21(5) Tyr UAU 0,86(6) Cys UAU 1,0(2)
UUC 0, 75(3) UCC 0, 17(4) UAC 0, 14(1) UucC 0.0(0)
Leu UUA 0, 15(4) UCA 0,21(5) STOP UAA 1,0(1) STOP UGA 0.0(0)
UUG 0, 22(6) UCG 0, 13(3) STOP UAG 0.0(0) Trp UGG 1,0(4)
Leu CWJ 0,15(4) Pro CCU 0,54(7) H's CAU 0,50(2) Arg CQUJ 0, 28(5)
CUC 0, 07(2) CCC 0, 23(3) CAC 0, 50( 2) CCC 0, 22(4)
CUA 0.0(0) CCA 0,23(3) dn CAA 0,50(5) CGA 0, 28(5)
CUG 0, 41(11) CCG 0.0(0) CAG 0, 50(5) CGG 0.0(0)
Ile AWJ 0,67(10) Thr ACU 0,32(7) Asn AAU 0,69(11) Ser A®J 0,13(3)
AUC 0, 13(2) ACC 0, 09(2) AAC 0, 31(5) AGC 0, 17(4)
AUA 0, 20(3) ACA 0,41(9) Lys AAA0,8(12) Arg AGA 0,22(4)
Met AUG 1,0(9) ACG 0, 18(4) AAG 0, 2(3) AGG 0.0(0)
Val GQUU 0,38(8) Ala GCU 0,27(8) Asp GAU 0,65(11) dy G&U 0, 30(8)
@GJUC 0, 10(2) GCC 0, 23(7) GAC 0, 35(6) G3C 0, 22(6)
GUA 0, 29(6) GCA 0,33(10) Au GAA 0,50(7) GG 0, 33(9)
QUG 0, 24(5) GCG 0, 17(5) GAG 0, 50(7) GGG 0, 15(4)
cd — codéo

Nuc — n° de vezes que um codao é utilizado
Fuc - frequéncia de utilizacdo de um codéo
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35 -10
t gtt at gccglieEEzaat acggt t t aaaaacgaaalclcgit t ggt caaaaaat caaca

RBS
at cat gaaat ggaEEet t t t at gt cacgcaccggt cgactgtctgtatttttctct gec
M S R T GWRUL SV F F S A
atatttcccctgttgact ct gact aat at ggcggaggeggcgt cccaacccccacaagt a
I F P L L T L T N MAUE AyA S Q P P Q V

acagt ggat aaat t gaaaagat t ggaaaat gat t t t ggagggcgaat t ggggt t t at gct
T VDKL KRULENDUFGGRI GV Y A

att gat act ggct caaat aaaacttttggttat agagct aacgagcgttttcctctctgt
I DT G S NKTF GYRANIEWRFUP L C

agttcatttaaaggcttccttgct gcggcagt att at cgaaaagccagcagcaagagggce
S SFKGFLAAAVLSKSOQOQO QEG

ttact gaaccagcgaatt cgct at gacaat cgagt t at ggagcct catt ct cct gt gact

L L NQRI RYDNARVMEWPMHSUPVT
gaaaaacagat t acgaccggcat gacagt t gccgagt t gt ct gct gccact ct gcagt ac
E K QI T T GMTV A EL S A ATULOQY
agtgataatggagccgccaaoctgttgctcgaaaagcttattggtggccctgaaggaatg
S DNGAANWLWLUL E KL I G GP E M
acgtcgtttatgcgttccattggtgacaatgtatttcgtctggaccgatgggaactggag
T S FMRSI|I GDNVFIRLDIRWEL E
ttgaattccgccattcct ggt gat gat agagat acat caacacccaaagct gtt gcagaa
L NS AI P G DDWRUDTSTUPK AV AE

agt at gcaaaagct ggcat t t ggaaat gt gct t ggat t aacggagcgccaccaact gat g
S MQ K L AF GNVULGLTEIRMH QL M

gatt ggttt aaagggaat acaacaggaggagcaagaat acgt gcaagcgt acct gcaaac
D WF KGNTTGGARI RASYV P AN

t gggt ggt t ggagacaaaacgggt act t gt ggt gt ct at ggt acagccaacgat t at gca
WV VvV GDKTGTU CGVYGTANIUDYA

gt gat ct ggcct gt agggcat gcgccaat t gt t ct ggct gt ct at acat caaaaccagac

v I wpPV GHAPI VL AVYTSKPD
aaaaat t ccaaacacagcgat gct gtt at agcagat gcat cgcgcattgttctt gaaagc

K NS KHSDAVI A DASRI VL E S
tttaatattgacgcattacgtat ggct acaggaaagtctatcggcttct aaaaat caggt

F NI DAL RMATGIKSI GF -

al >
gccgggtcttctttcggcacct gcaagt gect gttt cagegeleifiscEElefoh[dagt caa
a2

ejfefelamnicEldeEit t t gttt gcagt cact agaaat ttt aat cagcgtt gectt gat aaac

Fig. 10: Sequéncia nucleotidica e sequéncia de aminoacidos deduzida da ORF identificada como um gene
gue codifica para uma beta-lactamase. Os motivos conservados pertencentes a um possivel promotor estéo
identificados. A juzante do gene encontramse sublinhadas as sequéncias que constituem um possivel
terminador da transcricdo. Os aminoéacidos constituintes de um provavel péptido sinal estdo identificados a

azul. A setavertical indica azona de clivagem que origina a proteina madura.
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1.1.3 Andlise da sequéncia de aminoéacidos

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia nucleotidica é
apresentada na figura 10. Verifica-se que esta ORF se traduz num péptido com 309

aminoacidos, segundo a seguinte composicao:

Ala (A 30 9.7% Leu (L) 27 8.7%
Arg (R 18 5.8% Lys (K) 15 4.9%
Asn (N) 16 5.2% Met (M 9 2.9%
Asp (D) 17 5.5% Phe (F) 14 4.5%
Cys (O 2 0.6% Pro (P) 13 4.2%
Gn (Q 10 3.2% Ser (S) 24 7.8%
Gu (E) 14 4.5% Thr (T) 22 7.1%
Ay (§ 27 8.7% Trp (W 4 1.3%
His (H) 4 1.3% Tyr (V) 7 2.3%
l1e (1) 15 4.9% Val (V) 21 6.8%

Os estudos apresentados nos pontos seguintes corroboram a hipotese de esta ORF
codificar uma beta-lactamase. Esta enzima foi designada SFC-A (*“Serratia fonticola class A
carbapenemase”), pois 0s resultados obtidos indicam que esta enzima pertence a classe A,
segundo a classificacdo de Ambler, e por outro lado possui a rara capacidade de hidrolisar
os antibioticos beta-lactamicos incluidos no grupo dos carbapenemos.

A utilizacdo de meios informaticos disponiveis na internet permitiu obter
informacgbes acerca desta proteina, nomeadamente no que diz respeito ao seu peso
molecular, ponto isoeléctrico, modificacBes pos-traducionais e localizagdo na célula. Parte
destes dados sdo apresentados na tabela VIII.

Os valores de massa molecular relativa e de ponto isoeléctrico, apresentados na
tabela, foram estimados a partir da sequéncia aminoacidica da proteina. Utilizaram-se
para isso programas disponiveis na pagina da internet denominada ExPASy (Expert
Protein Analysis System) do Instituto Suico de Bioinformatica

(http://www.expasy.org/tools/).
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Tabela VIII: Valores estimados de massa molecular relativa e ponto isoeléctrico da enzima SFC-

A, antes e depois da clivagem do péptido sinal.

N2 de aminoacidos | Massa molecular relativa | Ponto isoeléctrico
(KDa)
SFC-A (com péptido sinal) 309 33,6 8,45
SFC-A (proteina madura) 283 30,7 7,95

No terminal aminico foi identificado um provavel péptido sinal constituido por 26
aminoacidos (utilizando um programa disponivel na internet, na péagina

http://psort.nibb.ac.jp/ (Nakai et al., 1992)). Este resultado esta de acordo com o facto de

as beta-lactamases produzidas por bactérias gram-negativas serem excretadas para o
espaco periplasmico, processo este regulado pela presenca de sequéncias amino-
terminais (péptido sinal) clivadas posteriormente. A cisdo deste péptido sinal ocorre no
espaco periplasmico apds o que a beta-lactamase adquire a sua forma funcional (proteina

madura).

1.1.4 Comparagdo da sequéncia de aminoacidos da enzima SFC-A com as

de outras beta-lactamases

A sequéncia de aminoacidos deduzida foi utilizada para procurar nas bases ce
dados disponiveis sequéncias com um grau de homologia consideravel, utilizando para
este fim os programas BLAST (Altschul et al., 1997) e FASTA (Pearson, 1990).

Os resultados obtidos indicam que esta enzima apresenta graus de identidade
inferiores a 70 % para todas as proteinas incluidas nas bases de dados. A maior
semelhanga encontrada refere-se as beta-lactamases de classe A, em particular as beta-
lactamases KPC-1 (66 %), NMC-A (59 %), IMI-1 (59 %), Sme-1 (59 %) e Sme-2 (60 %),
incluidas no grupo 2f segundo a classificacdo proposta por Bush (carbapenemases de
classe A) (tabela 1X). A enzima SFC-A apresenta ainda um grau de similaridade
consideravel com outras enzimas de classe A, nomeadamente as enzimas cromossomais

de Klebsiella pneumoniae (54 %), Burkholderia cepacia (53 %), S. fonticola (50 %), Yersinia
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enterocolitica (49 %) e Citrobacter diversus (48 %) e as beta-lactamases plasmidicas tipo CTX-
M e Toho (47 % a 49 %) e SFO-1 (47 %).

Os graus de homologia entre a enzima SFC-A e as beta-lactamases incluidas nas
classes moleculares B, C e D de Ambler sdo muito baixos (< 20 %), incluindo com a
metalo-enzima Sfhl, também produzida pela etirpe S. fonticola UTAD54 e previamente
caracterizada (Saavedra, 2000).

A tabela IX apresenta os valores de percentagem de identidade entre as beta-
lactamases incluidas no sub-grupo 2f, nomeadamente a enzima KPC-1 de K.pneumoniae
(Yigit et al., 2001), NMC-A de Enterobacter cloacae (Naas et al., 1994a), IMI-1 de E. cloacae
(Rasmussen et al., 1996), Sme-1 de Serratia marcescens (Naas et al., 1994b) e Sme 2 de S.
marcescens (Queenan et al., 2000) e a enzima SFC-A. As percentagens de identidade foram
calculadas para cada duas sequéncias, dividindo o numero de aminoéacidos iguais entre

elas pelo nUmero de aminoéacidos total da sequéncia mais pequena.

Tabela IX: tabela de homologias construida com base na percentagem de identidade entre as

carbapenemases de classe A e a beta-lactamase SFC-A.

% de identidade

KPC-1 NMC-A IMI-1 Sme-1 Sme-2 SFC-A
KPC-1 100 60 60 58 58 66
NMC-A 100 97 70 71 59
IMI-1 100 70 71 59
Sme-1 100 99 59
Sme-2 100 60
SFC-A 100
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1.1.4.1 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos

Um alinhamento multiplo foi efectuado envolvendo as sequéncias de aminoacidos
(incluindo o péptido sinal) das carbapenemases de classe A e a sequéncia da enzima SFC -
A. O programa ClustalW (Thompson et al., 1994) disponivel na pagina da internet do
EMBL (European Bioinformatics Institute - http.//www.embl-heidelberg.de/) foi utilizado

para este fim. Este alinhamento é apresentado na figura 11.

A analise deste alinhamento permite confirmar a elevada homologia, em termos de
sequéncia primaria, existente entre estas enzimas. De salientar que o alinhamento da
proteina madura foi efectuado sem a introducéo de falhas nas sequéncias.

Em particular, as regides conservadas consideradas importantes (sublinhadas na
Fig. 11) para o mecanismo catalitico das beta-lactamases de classe A, nomeadamente 0s
residuos que constituem o local catalitico e os residuos envolvidos na ligagao ao substrato,
sdo altamente conservadas em todas as enzimas utilizadas neste alinhamento, incluindo
na enzima SFC-A. Os motivos SXXK, SDN e KTG, caracteristicos das beta-lactamases de
classe A, estdo identificados na figura 11 sombreados a preto. Todos estes motivos estao
presentes na sequéncia da enzima SFC-A.

Os residuos supostamente importantes na actividade catalitica das carbapenemases
serinicas (C69; S70; K73; H105; S130; R164; E166; N170; D179; R220; K234; S237; e C238 -
sombreados a cinzento e/ou identificados com um asterisco na Fig. 11), (Raquet et al,
1997) estdo também, na sua maioria, presentes na sequéncia da enzima SFC-A. Apenas se
verifica uma substituicdo dum destes residuos (serina por treonina) na posicdo 237,
segundo a numeracdo de Ambler. A mesma substituicdo esta presente na enzima KPC-1
(Yigitet al,, 2001).

Estes resultados confirmam que a proteina designada SFC-A deve ser incluida na
classe molecular A segundo a classificacdo de Ambler (Ambler, 1980), e provavelmente no

subgrupo 2f segundo a classificacido proposta por Bush e colaboradores (Bush et al., 1995).
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Sne- 2 MBNKVNFKTASFLFSVCLAL SAFN- - - - AHANKSDAAAKQ KKLEEDFDGRI GVFAI DTG 56
Sne- 1 MBNKVNFKTASFLFSVCLAL SAFN- - - - AHANKSDAAAKQ KKLEEDFDGRI GVFAI DTG 56
IM-1 MBLNVKPSRI Al LFSSCLVSI SFF- - - - SQAN- - TKG DEI KDLETDFNGRI GVYALDTG 54
NMC- A MBLNVKQSRI Al LFSSCLI SI SFF- - - - SQAN- - TKGI DEI KNLETDFNGRI GVYALDTG 54
SFC- A MBRTG - - RLSVFFSAI FPLLTLTNVAEAASQPPQVTVDKLKRLENDFGGRI GVYAI DTG 57
KPC- 1 MSLYR- - - RLVLLSCLSWPLAGFS- - - - - ATALTNLVAEPFAKLEQDFGGSI GVYAMDTG 52
* % * *
Sne-2  SGNTFGYRSDERFPL CERRRGFL AAAVL ERVQQOKKL DI NQKVKYESRDLEYHSPI TTKYK 116
Sme-1  SGNTFGYRSDERFPLCRRIRRGFL AAAVL ERVQOKKL DI NQKVKYESRDLEYHSPI TTKYK 116
IM-1  SGKSFSYKANERFPLOSSIERGFLAAAVL KGSQDNQLNLNQ VNYNTRSLEFHSPI TTKYK 114
NMC-A  SGKSFSYRANERFPLOSSIERGFLAAAVL KGSQDNRLNLNQ! VNYNTRSLEFHSPI TTKYK 114
SFC-A  SNKTFGYRANERFPL CRRIERGFL AAAVL SKSQQQEGLLNQRI RYDNRVVEPHSPVTEKQ 117
KPC-1  SGATVSYRAEERFPLOSSERGFLAAAVL ARSQQQAGLLDTPI RYGKNALVPWSPI SEKYL 112
* * * *
Sne-2  GSGMILGDVASAAL QYEBNGATNI | MERFL GGPEGMIKFVRSI GDNEFRLDRVELELNTA 176
Sme-1  GSGMILGDVASAALQYEBNGATNI | MERFL GGPEGMIKFVRSI GDNEFRLDRWELELNTA 176
IM-1  DNGVSLGDVAAAALQYEBNGATNI | LERYI GGPEGMTKFVRSI GDKDFRLDRVWELDLNTA 174
NMC-A  DNGVSLGDVAAAALQYEBNGATNI | LERYI GGPEGMTKFVRS| GDEDFRLDRVELDLNTA 174
SFC-A  TTGMIVAELSAATLQYRBNGAANLLLEKL| GGPEGMISFVRS| GDNVFRLDRWELELNSA 177

KPC- 1 TTGVTVAEL SAAAVQYEIBNAAANL L LKEL - GGPAGLTAFVRSI GDTTFRLDRWELELNSA 171

* *

Sme- 2 | PGDKRDT STPKAVANSL NKLAL GNVLNAKEKAI YONWLKGNTTGDARI RASVPADW/NVG 236
Snme-1 | PGDKRDT STPKAVANSL NKLAL GNVLNAKVKAI YONWLKGNTTGDARI RASVPADW/NVG 236
IM-1 | PGDERDTSTPAAVAKSLKTLALGNI LNEREKETYQI'W.KGNTTGAARI RASVPSDW/WVG 234
NMC- A | PGDERDTSTPAAVAKSLKTLALGNI LSEHEKETYQTI'W.KGNTTGAARI RASVPSDW/VG 234
SFC- A | PGDDRDT STPKAVAESMKLAFGNVL GL TERHQL MDWFKGNTTGGARI RASVPANWNVG 237
KPC- 1 | PSDARDTSSPRAVTESL QKL TL GSAL AAPQRQOFVDW.KGNTTGNHRI RAAVPADVWAVG 231

* * %

Sme- 2 €SCGAYGTANDYAVI WPKNRAPL | VSI YTTRKSKDDKHSDKTI AEASRI Al QAI D- - 294
Sme- 1 €SCGAI GTANDYAVI WPKNRAPL | VSI YTTRKSKDDKHSDKTI AEASRI Al QAI D- - 294
IM-1 €SCGAYGTANDYAVVWPKNRAPLI | SVYTTKNEKEAKHEDKVI AEASRI Al DNLK- - 292
NMC- A €SCGAYGTANDYAVVWPKNRAPLI | SVYTTKNEKEAKHEDKVI AEASRI Al DNLK- - 292
SFC- A €TCGVYGTANDYAVI WPVGHAPI VLAVYTSKPDKNSKHSDAVI ADASRI VLESFNI D 297
KPC- 1 € TCGVYGTANDYAVVWPTGRAPI VLAVYTRAPNKDDKHSEAVI AAAARLALEGLGVYN 291
Sme-2 -

Snme-1  ------------

IM-1 - ----- - - - - -

NMC-A - - -

SFC- A ALRMATGKSI GF 309

KPC- 1 Q--------- 293

Fig. 11: Alinhamento das sequéncias de aminoéacidos das enzimas KPC-1, NMC-A, IMI-1 Sme-1,
Sme-2 e SFC-A. Neste alinhamento sdo destacadas as regifes conservadas das beta-lactamases de
classe A (a sublinhado), os motivos caracteristicos destas beta-lactamases (sombreados a preto),
bem como os residuos considerados importantes para a actividade catalitica das carbapenemases

de classe A (sombreados a cinzento e ou marcados com asterisco).
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1.1.4.2 Dendrograma

O dendrograma apresentado na figura 12 foi construido a partir de um alinhamento
multiplo de sequéncias de aminoéacidos utilizando o programa ClustalW (EMBL). As
sequéncias utilizadas sdo representativas de varios grupos de beta-lactamases incluidos
na classe A de Ambler, e foram obtidas na base de dados GenBank, a partir da pagina da
internet do  NCBI Center  for Information -

(National Biothechnology

http://www.ncbi.nim.nih.gov/) (tabela X).

Tabela X: Informacdes relativas as enzimas utilizadas na constru¢éo do dendrograma.

Enzima Microrganismo NC° de acesso (GenBank)  Referéncia

KPC-1 Klebsiella pneumoniae AAG13410 Yigitetal, 2001
NMC-A Enterobactere cloacae CAAT79967 Naas et al., 1994a
IMI-1 E. cloacae AAA93461 Rasmussen et al., 1996
Sme-1 Serratia marcescens CAA82281 Naas etal., 1994b
Sme-2 S. marcescens AAG29813 Queenan et al., 2000
OXY-1 Klebsiella oxytoca P22391 Fournier etal., 1997
CITDI Citrobacter diversus 1805231A Perilliet al., 1991
YENT Yersinia enterocolitica 516553 Seoane et al., 1991
CTX-M-2 Salmonella tiphymurium CAA63263 Bauernfeind et al., 1996
CTX-M-12 K. pneumoniae AAG34108 Kariuki et al., 2000
CTX-M-14 Escherichia coli AAF72530 Chanawong et al., 2000
Toho-1 E. coli BAA07082 Ishii etal., 1995

SFO-1 E. cloacae BAAT76882 Matsumoto et al., 1999
FONA-3 Serratia fonticola CAB61639 Humeniuk et al., 1999
FONA-6 S. fonticola CAB61645 Humeniuk et al., 1999
TEM-1 E. coli AAGA4TTT2 Sutcliff, 1978

TEM-2 E. coli AAB30893 Barthelemy etal., 1994
SHV-1 E. coli AAD37412 Mercier et al., 1990
SER_FON S. fonticola P80545 Peduzzietal., 1997
CARB-3 Pseudomonas aeruginosa AAB19430 Lachapelle et al., 1991
PSE-1 P. aeruginosa AAA25741 Huovinenetal., 1991
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KPC- 1

SFC- A

NMC- A A
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CTX- M- 14
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_[ TEM- 2
CARB- 3
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Fig. 12: Dendrograma construido utilizando as sequéncias de aminoacidos de 21 beta-lactamases
de classe A representativas de diferentes grupos incluidos nesta classe (tabela.X), bem como a
sequéncia da proteina SFC-A descrita neste trabalho. O dendrograma resulta de um alinhamento
multiplo efectuado no programa ClustalW. Os grupos constituidos pelas enzimas cujas sequéncias
apresentam maior similaridade entre si, com base no dendrograma, estédo assinalados pelas letras

A,BeC.
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A anélise do dendrograma construido permite identificar trés grupos de enzimas
(assinalados com A, B e C na Fig. 12). Os resultados estdo de acordo com as percentagens
de identidade calculadas anteriormente. Assim o grupo A inclui as carbapenemases de
classe A conhecidas, bem como a enzima SFC-A descrita neste trabalho. Verifica-se que
neste grupo as enzimas de E. cloacae NMC-A e IMI-1 e as enzimas de S. marcescens Sme-1 e
Sme-2 partilham maior similaridade entre si.

No grupo B podem ser identificados dois sub-grupos, um constituido pelas beta-
lactamases plasmidicas de espectro alargado do tipo CTX-M e Toho, que possuem a
capacidade de hidrolisar eficientemente a cefalosporina de 32 geracéo cefotaxima; o outro
pelas enzimas de S. fonticola FONA-3, FONA-6 e Ser_Fon e pela enzima plasmidica de E.
cloacae SFO-1. As enzimas cromossomais de K. oxytoca, C. diversus e Y. enterocolitica
aparecem também incluidas no grupo B.

Finalmente o grupo C compreende as enzimas plasmidicas tipo TEM e SHV e as
enzimas de P. aeruginosa com actividade hidrolitica contra a carbenicilina CARB-3 e PSE-1.

Verifica-se, como seria de esperar pelas percentagens de identidade calculadas,
gue a enzima SFC-A apresenta maior similaridade com as enzimas cromossomais e

plasmidicas incluidas do grupo B do que com as enzimas plasmidicas tipo TEM e SHV

(grupo C).

1.2 Caracterizacdo do fenétipo de resisténcia conferido pela enzima
SFC-A

O padrao de susceptibilidade aos antibiéticos beta-lactamicos foi determinado
para o clone de E. coli seleccionado contendo o plasmideo pSFC542, utilizando os métodos
de difusdo em agar com discos e E-test como descrito no ponto 5 do capitulo Material e
Meétodos. Procedeu-se da mesma forma para a estirpe S. fonticola UTAD54 e para a estirpe
E. coli XL2-Blue. As estirpes foram classificadas como resistentes, sensiveis ou

intermediarias segundo as normas NCCLS (tabela XI).
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Tabela XI: Valores das MICs (Minimal Inhibitory Concentrations) e dos diametros dos halos de

inibicdo determinados para as estirpes S. fonticola UTADS54, E. coli/pSFC542 e E. coli XL2-Blue.

S. fonticola UTAD 054 E. coli XL2- E. coli / PSFC542
Antibiodticos Blue
?) 2 2
testados MICs (?g/ml) Diam. (mm) MICs (?g/ml) MICs (?g/ml) Diam. (mm)
- E-test - E-test - E-test
Ampicilina >256 R (0) ND >256 R (0)
Amoxicilina >256 R (0) 4 >256 R (0)
Amoxicilina+Ac 3 R (13) 3 32 R (10)
ido Clavulanico
Piperacilina 32 S (23) 0,75 64 R (12)
Piperacilina+Ta 0,38 S (27) 0,75 6 S (20)
zobactam
Carbenicilina ND R (0) ND ND R (0)
Cefalotina >256 R (0) 6 ND R (0)
Cefepime 0,19 S (30) ND 0,75 S (25)
Cefoperazona ND 1(19) ND ND R (0)
Cefotaxima 12 ND 0,064 1 ND
Ceftazidima 0,38 28 (S) 0,125 1 ND
Aztreonamo 15 S (25) 0,125/0,19 >256 R (6)
Imipenemo >32 R (0) 0,125 3 R (10)
ND - ndo determinado; S — sensivel; | — intermédia; R — resistente

Os resultados permitem confirmar que a enzima SFC-A cujo gene foi clonado no
plasmideo pSFC542 confere resisténcia as penicilinas ampicilina, amoxicilina e
carbenicilina, as cefalosporinas cefalotina e cefoperazona e ao imipenemo. Para além disso
verifica-se que a estirpe de E. coli transformada € ainda resistente ao aztreonamo, fenétipo
ndo observavel na estirpe S. fonticola UTAD54. Este facto deve-se provavelmente a uma
maior produc¢do da enzima na estirpe transformada, devida a um nimero superior de
copias do gene correspondente. Do mesmo modo observa-se um aumento das MICs para
outros antibioticos testados na estirpe de E. coli transformada relativamente a estirpe
original. De salientar ainda que esta enzima € inibida pelos inibidores de beta-lactamases

de classe A &cido clavulanico e tazobactam. Este perfil de substratos e de inibidores é
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caracteristico das enzimas incluidas no subgrupo 2f (carbapenemases de classe A)

segundo a classificacdo de Bush (Bush et al.,, 1995).

1.3 Determinacdo do ponto isoeléctrico

O ponto isoeléctrico da enzima SFC-A foi determinado experimentalmente por
focagem isoeléctrica no Sistema Phast System (Pharmacia) (Huovinen, 1988). Para isso
foram preparados extractos enzimaticos das estirpes S. fonticola UTAD54 e E.
coli/pSFC542 como descrito no ponto 6.1 do capitulo Material e Métodos.

A focagem isoeléctrica revelou a presenca de duas bandas com ? 8 e >9 na estirpe
S. fonticola UTAD54. A estirpe E. coli/pSFC542 por seu lado apresenta uma s6 banda com
um pl de ? 8. Este resultado aproxima-se do valor 7,95 estimado com base na sequéncia de

aminoacidos da enzima SFC-A.

1.4 Pesquisa de um gene regulador a montante do gene estrutural da

beta-lactamase SFC-A

A presenca de uma ORF a montante do gene estrutural, que codifica para uma
proteina reguladora do tipo LysR, foi detectada para as carbapenemases de classe A Sme-
1 de S. marcescens (Naas et al, 1995) e IMI-1 e NMC-A de E. cloacae (Naas et al, 19%a;
Rasmussen et al, 1996). No caso da carbapenemase plasmidica KPC-1 de K. pneumoniae
(Yigit et al., 2001) a pesquisa de um gene homélogo em termos funcionais revelou-se
infrutifera.

Com base nas sequéncias nucleotidicas dos genes nmcR, imiR e smeR e nas
sequéncias de aminoacidos deduzidas das proteinas reguladoras correspondentes foram
desenhados os seguintes iniciadores a ser utilizados em experiéncias de PCR, com vista a

verificar a presenca de um gene homaologo no genoma da estirpe S. fonticola UTAD54.

SfrF 5-GCA TTA CG(AT) GCT TTT GAA GC-3’
SfrR  5-CAA CTA (CT)TC CAC TC(AC) TCC TTT C-3’

76



Resultados

Na figura 13 € apresentado o alinhamento das trés sequéncias, estando
identificadas a sombreado as regifes conservadas com base nas quais foram desenhados

os dois iniciadores utilizados.

I m R MRARL PLVARZAZINTIRYL NFTKAGL EL HVSQAAVSQQVRTL EQMLGVALFTRVPRGLQ 60

SmeR MKNRI PLNVARZNEIATARYL NFTKAGL ELHVSQAAVSQHVRTLEAI LGVNLFKRLPRGLQ 60
N

NmcR LTDEGVHLLPSI TEALQUWSSAMDKFHEGKI KEVLTI AVWWGTFAI GALLPRI TAFLNENP 120

| m R LTDEGLHLLPSI TEALQUWSSAMDKFHEGKI KEVLTI AWGTFAI GALLPRI TEFLNENP 120

SmeR LTEEGLHLLPM NEAFSI MGSALERFHEGKI REVI TVAVWGTFAVGW.LPRLSGFTKSYP 120

NmcR W DI RI L ~AEGI DASI RFGTGGW NTENI LLFQAPHTVLCSPETSKKLYI PS 180
ImMmR WDIRIL ~AEG DASI RFGSGGW NTENI LLFQAPHTVLCSPETSKKLCI PS 180

Nmc R MRARL PLINVARSAZSZASARYLNFTKAGL ELHVSQAAVSQOVRTLEOMLGVALFTRVPRGLQ 60

SmeR W DI RVI AAEGI DAAI RFGHGFWQSTENYKL FSAPHTVL CPPNVAKKLTTPE 180
—

Nmc R DLKKVCL LRSYRKEEVWNNWFKAAGH DPWII TGPl FDSTRLM DAVKL GDYAALVPYHVFQ 240

| m R DLKKVCLLRSYRKDEWNNWFKAAGH DSWIVNGPI FDSTRHM DAVKL GDYAALVPYHVFQ 240

SmeR DMKDYRLLRTYRKEEWSSWFKAANL KPWPVTGPI FDSSRHVDDAAKI CGDI ALAPYKMFI 240

Nnmc R KELNERSVAKPFEI YATLGGYW. TL QKSRVNHNS- EALNVFKEW | EHSREFVLKS 295

I M R KELNERSVAKPFEI YATLGGYW.TLQKSRVNHNS- EALNVFKEW | EHSREFVLKS 295
SmeR HEI ENGSLVKPFDI EVHLGGYW.TI LKSRSNI ELNNALNI FKTWLLNASHSI - --- 292

Fig. 13: Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das proteinas reguladoras NmcR, ImiR e SmeR.

As diferentes condic¢bes utilizadas nas experiéncias de PCR realizadas néo
permitiram amplificar um fragmento com o tamanho esperado a partir do DNA total da
estirpe S. fonticola UTADS4. Estes resultados preliminares sugerem que o mecanismo de
regulacdo do gene blasrc.a € diferente dos caracterizados para as outras carbapenemases

de classe A cromossomais.

1.5 Localizacdo do gene blasrc-a

A extraccdo de DNA plasmidico da estirpe S. fonticola UTAD54 seguida de analise
em gel de agarose a 0,7 % ndo permitiu visualizar qualquer banda, o que indica que esta
estirpe ndo possui nenhum plasmideo e consequentemente o gene que codifica para a

enzima SFC-A esta localizado no cromossoma bacteriano.
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Por outro lado estudos de hibridagdo DNA-DNA corroboram esta hipétese. O
DNA cromossémico da estirpe S. fonticola UTADS54 foi extraido e uma aliquota aplicada
num gel de agarose a 0,8 %. Neste gel foram também incluidas digestdes dos plasmideos
recombinantes pSFC542 e pSFC547 com as enzimas EcoRI e Hindlll tal como apresentado

nafigura 14.

Fig. 14: Electroforese em gel de agarose

Kb a 0,8 % de DNA cromossémico da
23130 estirpe S fonticola UTAD54 (1) e de
9416 DNA dos plasmideos pSFC542 (2, 3) e
6,557 pSFC547 (4, 5) digerido com as enzimas
4.361 EcoRI e Hindlll respectivamente. M—
marcador de peso molecular (DNA do
2,027 L . .
fago ? digerido com aenzima HindlIl).
564

Os fragmentos separados no gel apresentado na figura 14 foram transferidos para
membrana de nylon. Posteriormente procedeu-se a hibridacao utilizando como sonda um
fragmento correspondente a totalidade do gene sfcA. Este fragmento foi amplificado e

marcado por PCR utilizando os primers SfcF e SfcR, desenhados com base na sequéncia do
gene sfcA.
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SfcF 5-GAT CTC GAG AAT GTC ACG CAC CGG TCG ACT G-3’
SfcR 5-GAT GAATTC TTA GAA GCC GAT AGA CTT TCC-&

A hibridacdo decorreu a 42 °C, na presenca de 50 % de formamida. O resultado

obtido e apresentado na figura 15.

M 1 23 4 5 M

Fig. 15. Deteccdo por
hibridagdo do gene sfcA no
DNA cromossdmico da
estirpe S fonticola (1), e no -— —
DNA dos plasmideos
PSFC542 (2 e 3) e
pSFC547 (4 e 5) digerido

com as enzimas EcoRl e

Hindlll respectivamente. *

A andlise da figura 15 permite verificar que ocorre hibridacdo entre o DNA do
fragmento utilizado como sonda e 0 DNA cromossomico da estirpe S. fonticola UTAD54.
Por outro lado, tal como esperado, a localizacdo do gene nos plasmideos pSFC542 e
pSFC547 é confirmada e os tamanhos das bandas detectadas estdo de acordo com o mapa

de restricdo determinado para estes plasmideos.
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2. Caracterizacdo molecular da estirpe S. fonticola UTAD54

Os métodos de tipagem genética sdo cada vez mais utilizados na detec¢do e
identificacdo de estirpes resistentes a antibioticos. Estudos epidemiologicos baseados na
caracterizacdo do genoma bacteriano tém sido desenvolvidos, representando uma mais
valia na compreensdo dos mecanismos de propagacdo destas estirpes. Os métodos
moleculares apresentam diversas vantagens relativamente aos métodos fenotipicos
convencionais, nomeadamente a sua rapidez, poder discriminatorio e reproducibilidade.

Neste trabalho foram utilizados alguns meétodos de tipagem genética com o
objectivo de proceder a uma caracterizagdo molecular da estirpe S. fonticola UTAD54.
Pretendeu-se essencialmente optimizar as condi¢fes e procedimentos associados a estes
métodos de modo a que possam ser utilizados eficazmente em estudos posteriores,
relativos a propagacdo desta estirpe e a disseminacdo dos determinantes genéticos do
fenotipo de resisténcia que apresenta, bem como a outros isolados pertencentes a esta

espécie. A estirpe tipo S. fonticola LMG 7882 foi utilizada nestes estudos como referéncia.

2.1 Tipagem por electroforese em campo eléctrico pulsado

O DNA gendmico das estirpes S. fonticola UTAD54 e S. fonticola LMG 7882,
embebido em blocos de agarose, foi digerido com enzimas de restricdo de baixa
frequéncia de corte, tal como descrito no ponto 11.2 do capitulo Material e Métodos.
Seguidamente procedeu-se a separacdo dos fragmentos resultantes por electroforese em
campo eléctrico pulsado. As condig¢des utilizadas foram definidas conforme o tamanho
dos fragmentos a separar.

As enzimas Smal, Sphl e Xbal foram utilizadas. Verificou-se que a digestdo do DNA
destas estirpes com a enzima Smal d& origem a um elevado numero de fragmentos de
baixo peso molecular, ndo sendo possivel uma separacdo eficiente. Por outro lado a
enzima Sphl origina fragmentos de elevado peso molecular, acumulados numa estreita
gama de tamanhos, o que dificulta a sua resolucao.

A separacdo, em gel de agarose a 1 %, dos fragmentos obtidos por digestdo com a
enzima Xbal permite visualizar um padrdo de bandas distinto para as duas estirpes em
estudo. Este resultado € apresentado na figura 16-A. O programa utilizado na separacao

destes fragmentos consistiu em pulsos escalonados de 3 a 200 segundos durante 18 horas.
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A temperatura de corrida foi mantida a 12° C. O resultado obtido permite verificar que 0s
fragmentos resultantes da digestdo do DNA das duas estirpes com a enzima Xbal
apresentam tamanho inferior a 350 Kb. Nas condig¢des testadas nédo foi possivel visualizar

os fragmentos de tamanho inferior a 30 Kb.

Kb

339,5

242,5

1455
97

48,5

Fig.16: Separacdo por electroforese em campo pulsado (PFGE) dos fragmentos resultantes da
digestdo do DNA gendmico das estirpes S. fonticola UTAD54 (1, 3) e LMG 7882 (2, 4) com a enzima
Xbal. Utilizaram-se como marcadores de peso molecular os concatameros de DNA de ? (M1) e

DNA do fago ? digerido com a enzima Hindlll (M2).

Na tentativa de se obter uma melhor separacdo, foi realizada uma corrida
electroforética durante 22 horas, com uma rampa de pulsos entre 2,1 a 54,1 segundos

(Gautom, 1997), (Fig. 16-B). Esta abordagem revelou-se vantajosa, permitindo uma melhor
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separacdo dos fragmentos, e facilitando por isso a analise do padrao de restri¢cdo obtido
para cada estirpe.

Em ambos os casos nado foi possivel determinar o nimero de fragmentos resultantes
da digestdo com esta enzima.

A anélise dos padrdes obtidos permite diferenciar as duas estirpes em estudo, sendo
possivel identificar diversas zonas de divergéncia. Este resultado evidencia diferencas ao

nivel da sua organizacdo genémica.

2.2 Ribotipagem

O DNA genomico das duas estirpes foi digerido com as enzimas de elevada
frequéncia de corte BamHI, EcoRI e Hindlll, e os fragmentos resultantes separados por
electroforese convencional em gel de agarose a 0,8 %. Seguidamente, procedeu-se a
transferéncia do DNA para membrana de nylonutilizando a técnica vacuum blotting (ponto
17 do capitulo Material e Métodos). O DNA foi sujeito a anélise por hibridacdo DNA -
DNA, utilizando como sonda um fragmento amplificado e marcado por PCR,
correspondente a parte do gene que codifica o rRNA 16S da estirpe S. fonticola UTAD54.
Os iniciadores utilizados na amplificacdo deste fragmento foram os seguintes (Weisburg
et al., 1991):

FD1 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’
RD1 5’-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3

A hibridacéo decorreu a 42 °C, na presenca de 50 % de formamida.

Paralelamente foi transferida para a membrana uma aliquota de DNA do fago ?
digerido com a enzima Hindlll, posteriormente hibridado com uma sonda especifica
marcada pelo método random primed (ponto 18.1.1 do capitulo Material e Métodos). Este
procedimento permitiu incluir na membrana este marcador de peso molecular, e desta

forma foi facilitado o calculo dos tamanhos das bandas resultantes.
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Pela andlise da figura 17 verifica-se que os padrfes de bandas resultantes da
digestdo com cada uma das enzimas apresentam uma grande semelhanca para as duas
estirpes em estudo. A digestdo com a enzima BamHI deu origem a 6 bandas com
tamanhos idénticos para as duas estirpes. O padréo correspondente a estirpe S. fonticola
LMG 7882 apresenta uma 72 banda com cerca de 15 Kb. Da digestdo com a enzima EcoRI
resultaram cerca de 14 bandas, das quais 8 sdo comuns as duas estirpes. Finalmente os
padrdes resultantes da digestdo com a enzima Hindlll sdo constituidos por 7 bandas, das
guais 4 apresentam tamanhos semelhantes.

As duas ultimas enzimas revelaram-se mais adequadas para o fim proposto pois
originam padrdes de bandas que permitem uma distin¢ao eficiente entre as duas estirpes
em estudo.

A analise dos resultados obtidos sugere a presenca de 6 a 7 operdes de genes dos

rRNAs em ambas as estirpes.

kb M 1 23 4 56
23,130 - , . .
[Rp— ! e Fig. 17: Bandas detectadas por
== — — hibridagdo com um fragmento
9,416~ S - — sonda correspondente ao gene que
-l s . . = P gene
6,557— . o - codifica para o rRNA 16S da
— estirpe S. fonticola UTAD54. DNA
4,361~ genémico das estirpes S. fonticola
UTADb54 (1, 3, 5) e S. fonticola LMG
7882 (2, 4, 6) digerido com as
2,322 — enzimas BamHI, EcoRI e Hindlll
2,027 respectivamente; marcador  de

peso molecular ?/Hind (M)
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2.3 ARDRA

Um fragmento correspondente a quase totalidade do gene que codifica para o

rRNA 16S foi amplificado por PCR a partir do DNA gendmico das estirpes de S. fonticola

UTAD54 e LMG 7882. Os iniciadores utilizados foram descritos no ponto 2.2 deste

capitulo. Os fragmentos amplificados foram purificados (ponto 15 do capitulo Material e

Métodos) e digeridos com as enzimas de restricdo Mbol e Taql. A digestdo decorreu

durante 14 a 16 horas, ap6s o que os fragmentos resultantes foram separados por

electroforese convencional em gel de agarose a 1,5%, aplicando uma voltagem constante

de 3 V/cm. A concentracdo do gel de agarose utilizada e a baixa voltagem aplicada foram

optimizadas de forma a permitir uma separagéo eficiente dos fragmentos de baixo peso

molecular resultantes (Fig. 18).

Obtiveram-se padrdes de restricdo idénticos para as duas estirpes.

M1l 2 3 4 5 6 M2

10
4
2,5
15
1,03 — 1,03
0,9
0.5 05
04
0,3
0,2

Fig. 18: Separacdo dos fragmentos
resultantes da digestdo do gene que
codifica o rRNA 16S das estirpes S. fonticola
UTAD54 (3, 5) e LMG 7882 (4, 6) com as
enzimas Mbol e Taql respectivamente e
fragmento amplificado nédo digerido (1, 2).
Paralelamente  foram  separados  os
marcadores de peso molecular Mass Ruler?
DNA Ladder Mix (M1) e Mass Ruler™ DNA
Ladder Low range (M2).
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Discusséo

1. Caracterizacdo de uma carbapenemase de classe A em Serratia
fonticola UTAD54

Os compostos incluidos no grupo dos carbapenemos sao agentes antibacterianos
com actividade contra a maioria dos microrganismos associados a doengas infecciosas.
Estes compostos sdo frequentemente utilizados para tratar infec¢cdes causadas por estirpes
microbianas multiresistentes, especialmente estirpes produtoras de beta-lactamases de
espectro alargado (Bradley et al,, 1999; Bush et al., 1998a; Norrby, 1995). No entanto, a
recente caracterizacdo de beta-lactamases capazes de hidrolisar os carbapenemos,
paralelamente com outros mecanismos de resisténcia a estes compostos, criou um dilema
terapéutico de dificil resolu¢do (Rasmussen et al., 1997). Uma melhor compreensdo destes
mecanismos de resisténcia é essencial para optimizar a utilizacdo dos antibioticos
incluidos nesta classe.

A resisténcia aos carbapenemos é pouco comum em microrganismos pertencentes
a familia das Enterobacteriaceae, que inclui o género Serratia. Este tipo de resisténcia pode
ser devida a producédo de grandes quantidades de cefalosporinases cromossomais do tipo
AmpC, associada a diminuicdo da permeabilidade da membrana devida a perda ou
alteracdo de porinas. Este mecanismo foi descrito em estirpes dos géneros Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus e Serratia (Cornaglia et al., 1992; Raimondi et al.,
1991; Weindorf et al., 1998). Por outro lado, em alguns casos foi detectada a producdo de
beta-lactamases com capacidade para hidrolisar eficazmente os carbapenemos,
nomeadamente as enzimas NMC-A e IMI-1 em Enterobacter cloacae (Naas et al, 1994a;
Rasmussen et al., 1996), as enzimas do tipo Sme-1 e a enzima IMP-1 em Serratia marcescens
(Queenan et al., 2000; Yoshichika et al., 1995) e a enzima Cfi-A em Bacteroides fragilis
(Thompson et al., 1990). Finalmente, em algumas estirpes das espécies Proteus mirabilis e
Bacteroides fragilis a resisténcia aos carbapenemos foi atribuida a altera¢cdes nas moléculas
alvo destes antibi6ticos (PBPs) (Villar et al., 1997).

Algumas das estirpes incluidas no género Serratia séo patogénicos oportunistas,
frequentemente associados a infeccbes nosocomiais ou comunitarias. A resisténcia a
antibioticos beta-lactamicos tem sido estudada especialmente em isolados clinicos
pertencentes a espécie S. marcescens, tendo sido identificados diversos mecanismos de

resisténcia aos carbapenemos, nomeadamente, tal como referido, a producdo de
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carbapenemases de classe A (Queenan et al., 2000), a producdo de metalo-beta-lactamases
(Yoshichika et al., 1995) e a produc¢do de grandes quantidades de beta-lactamases do tipo
AmpC, associada a altera¢des na permeabilidade da membrana (Weindorfet al., 1998).

Por outro lado, a espécie S. fonticola, descrita em 1979 por Gavini e colaboradores,
tem sido frequentemente isolada de aguas, solos mas muito raramente implicada em
infecgdes em humanos (Bollet et al., 1991; Gavini et al., 1979; Pfyffer, 1992). Talvez devido a
sua menor importancia em termos clinicos, poucos sdo os trabalhos publicados que
abordem as questdes relativas aos mecanismos de resisténcia a antibioticos. Nenhum dos
estudos publicados em S. fonticola da conta da presenca de mecanismos de resisténcia aos
carbapenemos em isolados desta espécie.

A primeira beta-lactamase identificada em S. fonticola foi caracterizada por
Péduzzi e colaboradores (Péduzzi et al., 1995; Péduzzi et al., 1997). A estirpe produtora,
S. fonticola CUV, foi isolada em 1993 num hospital francés. A enzima caracterizada confere
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de 12 e 22 geracdo, mas ndo aos carbapenemos,
monobactamicos e cefalosporinas de 32 geragdo. O gene correspondente foi sequenciado e
a analise desta sequéncia permitiu incluir esta enzima na classe A segundo a classificagdo
proposta por Ambler (Ambler, 1980). A sequéncia de aminoacidos deduzida foi
comparada com as sequéncias de outras beta-lactamases tendo-se verificado que esta
enzima partilha um elevado grau de homologia (69 - 79%) com as enzimas cromossomais
de Klebsiella oxytoca, Citrobacter diversus e Proteus vulgaris e com as beta-lactamases
plasmidicas de espectro alargado MEN-1 e Toho-1 (Pédduzi et al., 1997).

Em 1999 foram depositadas na base de dados GenBank (NCBI) as sequéncias
nucleotidicas dos genes que codificam para seis beta-lactamases de classe A de S. fonticola.
Estas sequéncias partilham entre si graus de homologia superiores a 98 %. Os estudos
realizados, que conduziram a estes resultados, ndo foram ainda publicados e por esta
razdo os fenotipos de resisténcia conferidos por estas enzimas ndo sdo conhecidos
(Humeniuk et al., 1999).

A estirpe S. fonticola UTADS54 foi isolada de dguas de consumo, um ambiente
aparentemente in6cuo. Ao contrario das estirpes presentes em ambientes hospitalares, 0s
microrganismos isolados de aguas de consumo normalmente nao estdo sujeitos a uma
elevada pressao selectiva por presenca de compostos antimicrobianos. Por esta razao seria
de esperar que 0s mecanismos de resisténcia presentes nestas estirpes fossem

essencialmente mecanismos intrinsecos. Surpreendentemente, o perfil de resisténcias a
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antibioticos beta-lactamicos da estirpe S. fonticola UTAD54 difere em diversos aspectos do
habitualmente descrito para microrganismos desta espécie (Saavedra, 2000).

Esta estirpe é resistente ndo sO as penicilinas e cefalosporinas de 12 geracdo mas
também aos carbapenemos (nomeadamente ao imipenemo e ao meropenemo). Estes
aspectos conduziram a realizacdo de estudos de caracterizacdo dos mecanismos
envolvidos que permitiram detectar a producdo de uma metalo-beta-lactamase,
denominada Sfhl, responsavel pela resisténcia aos carbapenemos (Saavedra, 2000).
Posteriormente a realizacdo do trabalho aqui apresentado permitiu identificar a producao
de uma segunda beta-lactamase cromossomal, denominada SFC-A, responsavel pelo
fenotipo de resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de 12 geragdo. Verificou-se que esta
enzima possui também a capacidade de hidrolisar o aztreonamo e compostos incluidos no

grupo dos carbapenemos, nomeadamente o imipenemo.

1.1 Fendtipo de resisténcia conferido pela enzima SFC-A

No inicio da década de 90 todas as enzimas com actividade carbapenemasica
conhecidas eram metalo-beta-lactamases. No entanto foram detectadas algumas
excepgOes a esta relacdo molecular-funcional (Rasmussen et al., 1997). A classificacéo
proposta por Bush e colaboradores em 1995 inclui as beta-lactamases de centro serina,
com capacidade para hidrolisar os carbapenemos, no sub-grupo 2f (Bush et al., 1995). Até
ao momento foram descritas 5 enzimas com estas caracteristicas.

Como referido, relativamente aos antibidticos beta-lactamicos, a estirpe S. fonticola
UTADS54 é resistente as aminopenicilinas (amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina),
cefalosporinas de 12 geracédo (cefalotina) e carbapenemos (imipenemo e meropenemo). Por
outro lado, revela ainda uma diminuicdo da susceptibilidade a cefalosporina de 3?2 geracao
cefotaxima, e ao aztreonamo.

Por focagem isoeléctrica do extracto bruto da estirpe verificou-se a presenca de
duas beta-lactamases com pl ? 8 e pl > 9. Foi também caracterizada nesta estirpe uma
metalo-beta-lactamase com elevada especificidade de substratos, cuja banda ndo é
revelada pelo nitrocefin nos ensaios de focagem isoeléctrica (Saavedra, 2000).

A obtencdo de um clone de E. coli que codifica apenas a beta-lactamase de pl ? 8
possibilitou a caracterizacdo do fenétipo de resisténcia conferido por esta enzima. Os

resultados obtidos permitiram confirmar que esta beta-lactamase € responsavel pela
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resisténcia as aminopenicilinas e carboxipenicilinas observada na estirpe original. A
actividade sobre a amoxicilina € inibida pelo &cido clavulanico, o que se traduz numa
diminuicdo da concentracdo minima inibitoria deste antibiético de > 256 para 32 ?g/ml. O
mesmo efeito é causado pelo tazobactam relativamente a piperacilina verificando-se uma
diminuicdo da concentracdo minima inibitéria de 64 para 6 ?g/ml na presenca deste
inibidor.

Em relacdo ao imipenemo a concentracdo minima inibitoria determinada ¢é de
3 ?g/ml na estirpe de E. coli transformada. Este valor é inferior aos determinados para as
carbapenemases de classe A caracterizadas até ao momento, a excepcdo da enzima
plasmidica KPC-1, de K. pneumoniae, que confere um grau de resisténcia aos
carbapenemos semelhante (Naas et al., 1994a; Naas et al., 1994b; Rasmussen et al., 1996;
Yigit et al,, 2001).

O calculo das concentragfes minimas inibitérias para os antibiéticos piperacilina,
cefotaxima e aztreonamo revela uma maior actividade da beta-lactamase SFC -A na estirpe
de E. coli transformada relativamente a estirpe original. Este efeito é especialmente
evidente para o aztreonamo, verificando-se um aumento da concentragdo minima
inibitéria de 1,5 ?g/ml na estirpe S. fonticola UTAD54 para >256 ?g/ml na estirpe de
E. coli transformada. Esta diferenca deve-se, provavelmente, a uma maior producdo de
enzima em E. coli, devido a presenca de um maior numero de cépias do gene
correspondente, uma vez que o plasmideo utilizado possui um ndmero de copias >10.
Naas e colaboradores descreveram um efeito semelhante apés a clonagem do gene blasme-,
tendo verificado um aumento da concentracdo minima inibitoria para o aztreonamo de
4 ?g/ml na estirpe original para 64 ?g/ml na estirpe de E. coli utilizada como hospedeiro
(Naaset al., 1994b).

Os aspectos referidos indicam que a enzima SFC-A apresenta um padrdao de
actividade semelhante ao descrito para as carbapenemases de classe A conhecidas. No
geral, estas enzimas hidrolisam eficientemente as penicilinas, cefalosporinas de
12 geragdo, aztreonamo e carbapenemos, e a sua actividade é inibida pelo acido
clavulanico e tazobactam (Rasmussen et al., 1997).

A enzima NMC-A de Enterobacter cloacae foi a primeira carbapenemase de classe A
caracterizada, constituindo também a primeira enzima com capacidade para hidrolisar os

carbapenemos identificada num microrganismo pertencente a familia das
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Enterobacteriaceae (Naas et al., 1994a). A carbapenemase IMI-1 foi identificada numa estirpe
de E. cloacae isolada em 1990 num hospital de Paris (Rasmussen et al., 1996). Em 1982
foram isoladas duas estirpes de S. marcescens resistentes aos carbapenemos. Os estudos
desenvolvidos para caracterizar a beta-lactamase Sme-1, produzida por estes isolados,
foram publicados em 1994 (Naas et al., 1994b). Em 2000, Queenan e colaboradores
verificaram que diversos isolados clinicos de S. marcescens provenientes de hospitais norte
americanos produziam a enzima Sme-1 ou uma enzima semelhante designada Sme-2
(Queenan et al., 2000). Finalmente em Abril de 2001 foi publicada a caracterizacdo da
primeira carbapenemase de classe A plasmidica KPC-1, produzida por uma estirpe de
Klebsiella pneumoniae (Yigit et al., 2001).

Actualmente a resisténcia aos carbapenemos mediada por beta-lactamases
serinicas continua a ser pouco comum. O espectro de ac¢do alargado destas enzimas,
nomeadamente a resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de 12 geracao, representa uma
vantagem selectiva para os microrganismos produtores que justifica, provavelmente, o
facto de algumas das estirpes onde foram identificadas terem sido isoladas antes da
introducdo dos carbapenemos como agentes terapéuticos (Rasmussen et al, 1997). A
resisténcia as penicilinas conferida pela enzima SFC-A podera também ter sido
determinante na seleccdo deste mecanismo, sendo pouco provavel que isolados de aguas
de consumo tenham sido submetidos a pressdo selectiva por presenca de compostos do
grupo dos carbapenemos, uma vez que em Portugal estes antibidticos sdo utilizados

exclusivamente em hospitais como antibidticos de ultimo recurso.

1.2 Caracterizacdo molecular da enzima SFC-A

A determinacdo da sequéncia nucleotidica do fragmento clonado permitiu
identificar uma ORF constituida por 927 nucle6tidos. A montante deste gene foram
identificadas sequéncias conservadas pertencentes a um possivel promotor. Estas
sequéncias partilham um elevado grau de homologia com os promotores tipicos de
microrganismos incluidos na familia Enterobacteriaceae (Hertz et al., 1996). Por outro lado,
os dados fornecidos pela analise do conteido em GC, bem como da tabela de uso de
codbes construida com base na sequéncia, ndo sdo significativamente diferentes dos
previamente descritos para microrganismos desta familia (Wada et al, 1990). Estes

aspectos sugerem que o gene que codifica a enzima SFC-A € originario de um membro da
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familia Enterobacteriaceae, a semelhanca do que se verifica para todas as carbapenemases
de classe A até agora descritas. A disseminacdo deste tipo de determinantes genéticos
entre 0os microrganismos incluidos nesta familia é especialmente preocupante, uma vez
gue estes microrganismos sdo agentes comuns de infecgdes nosocomiais, no tratamento
das quais os carbapenemos sdo geralmente utilizados como antibioticos de ultimo recurso
(Swarén et al., 1998).

A distancia entre as sequéncias conservadas correspondentes as regides —10 e -35
do promotor é de 20 nucle6tidos, o que ndo se enquadra nos valores referidos como ideais
em promotores de procariotas (de 15 a 18), (Busby et al., 1994). Este aspecto pode implicar
menores niveis de expressao do gene que codifica para esta enzima.

O gene blasrc.a traduz-se num péptido com 309 aminoacidos. No terminal aminico
desta proteina foi identificado um péptido sinal constituido por 26 aminoacidos. Regifes
homologas, em termos funcionais, foram identificadas na sequéncia de todas as beta-
lactamases produzidas por microrganismos gram-negativos. Estas proteinas sao
excretadas para o espaco periplasmico, apés 0 que o péptido sinal é clivado, originando a
forma activa da enzima (Bush et al., 1998b).

Tendo como base a sequéncia aminoacidica da enzima SFC-A o peso molecular da
proteina madura foi estimado em cerca de 30,7 KDa e 0 seu ponto isoeléctrico em 7,95. Os
valores de ponto isoeléctrico calculados para as carbapenemases de classe A descritas
variam de ligeiramente acidicos (6,7 para a enzima KPC-1) ou aproximadamente neutros
(6,9 para a enzima NMC-A e 7,05 para a enzima IMI-1) a altamente basicos (9,7 para a
enzima Sme-1) (Naas et al., 1994a; Naas et al., 1994b; Rasmussen et al., 1996; Yigit et al,
2001).

A sequéncia de aminoacidos da enzima SFC-A revela um maior grau de
homologia (59 a 66%) com as sequéncias das 5 carbapenemases de classe A conhecidas.
Adicionalmente partilha um grau de homologia consideravel com outras beta-lactamases
de classe A, nomeadamente as enzimas cromossomais de Yersinia enterocolitica, Citrobacter
diversus, Klebsiella oxytoca e Serratia fonticola e as beta-lactamases plasmidicas do tipo
CTX-M, Toho e SFO-1. A anélise do dendrograma construido com base nas sequéncias de
aminoacidos confirma estes resultados. A carbapenemase de classe A que revela uma
maior percentagem de identidade com a enzima SFC-A, em termos de sequéncia
aminoacidica, é a carbapenemase plasmidica KPC-1, de K. pneumoniae (Yigit et al., 2001).

Este resultado é de algum modo surpreendente por se tratar de uma enzima plasmidica,
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ao contrario da SFC-A que se verificou ser codificada por um gene localizado no
cromossoma bacteriano. Comparativamente, as sequéncias das carbapenemases de classe
A, Sme-1 e Sme-2, partilham um grau de homologia menor com a s£quéncia da enzima
SFC-A, apesar de terem sido identificadas em microrganismos pertencentes ao mesmo
género (Naas et al., 1994b; Queenan et al., 2000).

Os motivos conservados caracteristicos das beta-lactamases de classe A,
nomeadamente 0 motivo Ser-Xaa-Xaa-Lys nas posices 74 a 77, 0 motivo Ser-Asp-Asn nas
posicdes 134 a 136 e 0 motivo Lys-Thr-Gly nas posicoes 239 a 241 foram, como esperado,
identificados na sequéncia da enzima SFC-A. As posi¢cbes em que se encontram estes
residuos estdo de acordo com a humeragao proposta por Ambler para as enzimas desta
classe (Ambler, 1980). Do mesmo modo outros residuos habitualmente conservados na
sequéncia das beta-lactamases de classe A, relevantes no mecanismo catalitico da enzima
ou na ligacdo ao substrato, foram também, na sua maioria, identificados na sequéncia da
enzima SFC-A (Matagne et al., 1998). De salientar que o motivo SXXK, que inclui o residuo
de serina do centro activo, nesta enzima é constituido por Ser-Ser-Phe-Lys, a semelhanca
do que se verifica para todas as carbapenemases de classe A caracterizadas (Naas et al,
1994a; Naas et al., 1994b; Rasmussen et al., 1996; Queenan et al., 2000; Yigit et al., 2001).

Alguns estudos referem que os residuos C69, S70, K73, H105, S130, R164, E166,
N170, D179, R220, K234, S237 e C238 (segundo a numeracdo de Ambler) sdo importantes
na actividade hidrolitica das beta-lactamases serinicas relativamente aos carbapenemos
(Raquet et al, 1997). Todos estes residuos foram identificados na sequéncia da enzima
SFC-A, a excepcdo do residuo de serina na posicao 237, substituido por uma treonina. A
mesma substituicéo foi detectada na carbapenemase plasmidica KPC-1 (Yigitet al., 2001).

A importancia da presenca de um residuo de serina na posicéo 237 foi estudada na
enzima Sme-1 (Sougakoff et al., 1999). A mutacéo de serina para alanina nesta posic¢éo, na
sequéncia desta enzima, resultou numa acentuada diminuicdo dos niveis de hidrolise do
imipenemo. Verificou-se que esta mutacdo ndo tem qualquer efeito na actividade da
enzima sobre as penicilinas e o aztreonamo, mas provoca também uma diminui¢cdo nos
niveis de hidroélise das cefalosporinas (Sougakoff et al., 1999).

Estudos realizados com beta-lactamases do tipo TEM sugerem que a substituicdo
de um residuo de serina por treonina (ambos hidroxilados), nesta posi¢ao, ndo provoca
efeitos tdo drasticos na actividade das beta-lactamases como a substituicdo de serina por

alanina, no entanto este aspecto poderd justificar o facto de as enzimas SFC-A e KPC-1
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apresentarem uma menor actividade carbapenemaésica comparativamente com as
restantes carbapenemases de classe A.

E de salientar que a actividade carbapenemasica destas enzimas é suficientemente
elevada para conferir um fenotipo de resisténcia a estes antibioticos. Até mesmo a enzima
Sme-1 recombinante, na qual o residuo de S237 foi substituido por alanina, retém uma
baixa mas significativa actividade hidrolitica sobre os carbapenemos, o que indica que
este residuo € importante, mas ndo essencial para a actividade carbapenemasica das
beta-lactamases serinicas (Sougakoff et al, 1999). Outros residuos localizados nas
proximidades do local catalitico, cuja presenca define a conformacdo da fenda catalitica,
poderdo também ser determinantes na ligacdo da enzima aos carbapenemos e
posteriormente no processo de hidrdlise.

A determinacdo da estrutura tercidria da enzima NMC-A permite inferir sobre a
importancia de diversos residuos no perfil de substratos das carbapenemases de classe A
(Swareén et al., 1998). Este estudo revela que, em geral, as bases moleculares do mecanismo
catalitico desta enzima sdo semelhantes as de outras beta-lactamases desta classe. No
entanto algumas diferencas pontuais, em termos de estrutura primaria e/ou terciria,
podem justificar 0 espectro de ac¢do pouco comum que estas enzimas apresentam
(Swarén et al., 1998).

Alguns estudos atribuem aos residuos nas posi¢des 238-240 (segundo a numeracao
de Ambler) uma grande importancia em termos de ligacdo da enzima ao substrato.
Alguns dos residuos que ocupam estas posi¢cdes podem determinar a capacidade de
hidrolise das cefalosporinas de 32 geracdo e dos monobactamicos (Swaren et al., 1998).

No caso da enzima NMC-A verificou-se a formagdo de uma ponte dissulfito entre
os residuos Cys-69 e Cys-238, aspecto que confere uma maior rigidez a molécula. No
entanto a conformacdo do residuo de cisteina na posicao 238 induz uma distorcdo na
regido da molécula onde se ligam as cefalosporinas de 32 geracdo e os monobactamicos,
favorecendo esta ligacdo. Por outro lado a conformagédo do residuo de glicina na posi¢do
239 contribui também para o aumento do espaco disponivel no local de ligacdo a estes
substratos. Os residuos referidos, nomeadamente Cys-69, Cys-238 e Gly-239 sdo
conservados na sequéncia de todas as carbapenemases de classe A descritas e também na
enzima SFC-A.

Por outro lado, a formac¢do de uma ponte dissulfito entre os residuos Cys-77 e

Cys-123 foi descrita para as enzimas do tipo TEM e SHV, aspecto considerado importante
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na actividade catalitica destas enzimas por diminuir o espaco disponivel para
acomodacdo dos substratos na fenda catalitica. Em todas as carbapenemases de classe A,
incluindo a enzima SFC-A, verificam-se substitui¢des C77A e C123A/S, ndo ocorrendo
portanto a formacéo desta ponte dissulfito.

Relativamente a capacidade para hidrolisar os carbapenemos, os estudos de
estrutura realizados com a enzima NMC -A evidenciam a importancia do residuo Asn-132.
Estes estudos sugerem que ocorre a formacdo de uma ponte de hidrogénio entre este
residuo e um grupo hidroxilo dos carbapenemos favorecendo a ligagdo. Por outro lado
um posicionamento diferente deste residuo na estrutura da enzima NMC-A relativamente
a outras beta-lactamases de classe A, favorece a acomodacdo das moléculas de
carbapenemo no local activo da enzima. Este residuo, que devido aos aspectos referidos €
importante na actividade carbapenemasica, aparece conservado em todas as
carbapenemases de classe A incluindo na enzima SFC-A. Por outro lado o residuo de
arginina na posicdo 244 nas enzimas do tipo TEM e SHV reage com as moléculas dos
carbapenemos induzindo alteragdes na sua estrutura que inibem a sua hidrolise. A
enzima SFC-A, assim como todas as carbapenemases de classe A, possui um residuo de
alanina na posicao 244.

Finalmente, o residuo de glutamato localizado na posi¢ao 104 na maioria das
beta-lactamases de classe A, descrito como sendo importante na ligacdo e hidrolise do
substrato, ocorre, nas carbapenemases de classe A (incluindo na enzima SFC-A), na
posicdo 103. Swaren e colaboradores sugerem que esta alteracdo reposiciona uma das
moléculas de agua envolvidas no mecanismo catalitico, colocando-a numa posi¢ao que
favorece a hidrolise dos carbapenemos (Swaren et al., 1998). No entanto, a carbapenemase
de classe A KPC-1, ao contrario de todas as outras carbapenemases serinicas, possui nesta
posicdo um residuo de valina (Yigit et al, 2001), o que indica que a presenca de um

glutamato na posicdo 103 ndo € essencial para a hidrélise dos carbapenemos.

1.3 Pesquisa de um gene regulador a montante do gene blasrc-a

Nas regides a montante dos genes blanmca, blaimii € blasme-1 foi identificada uma
ORF, numa orientacdo oposta a do gene estrutural, que codifica para uma proteina
reguladora do tipo Lys-R (Naas et al, 1994a; Naas et al., 1995; Rasmussen et al., 1996). As

proteinas NmcR, ImiR e SmeR actuam como reguladores positivos, mesmo na auséncia de
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moléculas de antibidtico. Este aspecto difere do habitualmente descrito em relagdo aos
sistemas AmpC-AmpR, associados a outras beta-lactamases de classe A, em que a
proteina AmpR actua como activador na presenca e como repressor na auséncia do
antibidtico (Hanson et al., 1999).

Relativamente a enzima SFC-A, os estudos realizados ndo permitiram identificar a
presenca de uma ORF homoéloga em termos de funcdo. Apesar de estes resultados
necessitarem de confirmacdo, a auséncia de um activador da expressdo semelhante aos
descritos para as carbapenemases Sme-1, NMC-A e IMI-1, podera justificar os menores
niveis de hidrdlise da enzima SFC-A relativamente aos carbapenemos. De igual modo
Yigit e colaboradores referem que a analise das regides adjacentes ao gene blakec1 Ndo
permitiu identificar regides homologas das sequéncias que codificam para as proteinas

reguladoras do tipo Lys-R (Yigit et al., 2001).

1.4 Considerac0es finais

O trabalho apresentado descreve a caracterizacdo de uma carbapenemase de classe
A numa estirpe de S. fonticola isolada de 4guas de consumo. Trata-se da primeira vez que
uma enzima com estas caracteristicas é identificada num isolado ambiental. O facto de
esta estirpe produzir varias beta-lactamases esta de acordo com o descrito para todas as
estirpes produtoras de carbapenemases de classe A anteriormente caracterizadas (Naas et
al., 1994a; Naas et al.,, 1994b; Rasmussen et al., 1996; Yigit et al., 2001). No entanto a
producdo de uma carbapenemase de classe A e de uma carbapenemase de classe B pela
mesma estirpe nunca tinha sido descrita. A producdo de duas beta-lactamases com
actividade contra os carbapenemos é especialmente surpreendente por se tratar de um
isolado ambiental, em principio ndo sujeito a uma elevada pressao selectiva por presenca
de compostos antimicrobianos desta classe. Finalmente, € a primeira vez que uma
beta-lactamase de classe A com capacidade para hidrolisar os carbapenemos é
identificada em Portugal. Até ao momento estas enzimas tinham sido identificadas apenas
em Inglaterra, Franca e Estados Unidos da América. O facto de estas enzimas serem raras
e aparentemente surgirem em areas geograficas limitadas deve-se, provavelmente, a
localizagdo dos genes que as codificam no cromossoma bacteriano, o que ndo favorece a
disseminacdo destes determinantes genéticos. No entanto a caracterizacdo de uma

carbapenemase de classe A plasmidica em Abril de 2001 levanta novas questdes sobre a
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importancia destas enzimas (Yigit et al., 2001). A disseminagdo deste tipo de mecanismo
de resisténcia é especialmente preocupante tendo em conta o espectro de acc¢édo alargado
das carbapenemases de classe A, enzimas activas contra a maioria dos antibiéticos

beta-lactdmicos comercializados actualmente.

2. Caracterizacdo molecular da estirpe S. fonticola UTAD54

Em geral, os estudos relativos a resisténcia a antibiéticos, realizados nas ultimas
décadas, tém incidido essencialmente sobre a deteccéo e caracterizacdo de mecanismos de
resisténcia em isolados clinicos. Alguns estudos evidenciam, no entanto, a importancia da
disseminacao deste tipo de mecanismos em isolados ambientais. A crescente utilizacdo de
agentes antimicrobianos em exploraces pecuarias e na agricultura, bem como o nao
cumprimento da legislagdo em vigor relativa ao tratamento de lixos urbanos, incluindo os
provenientes de hospitais, sdo apontadas como as principais causas do aumento
significativo do numero de isolados ambientais resistentes a antibioticos (French et al,
1987).

Tal como em ambientes hospitalares, a rapida identificacdo e a realizacdo de
estudos de caracterizagdo molecular dos isolados ambientais, resistentes a antibiéticos, €
essencial para elucidar os aspectos relacionados com a disseminacdo dos mecanismos de
resisténcia associados. Por outro lado os métodos de tipagem genética podem ser Uteis na
determinacdo das relacdes genéticas entre estes isolados e isolados clinicos que
apresentem um fendétipo de resisténcia similar (Bergeron et al., 1998; Maslanka et al., 1999).

No presente trabalho, os métodos de tipagem genética utilizados permitiram
proceder a uma caracterizacdo molecular preliminar da estirpe S. fonticola UTAD54. De
notar que ndo estdo estabelecidos procedimentos para tipagem molecular de isolados
desta espécie. Os procedimentos e condi¢Bes associados a estes métodos foram
optimizados, de forma a poderem ser utilizados em estudos posteriores relativos a
propagacdo de estirpes relacionadas e a disseminacdo dos determinantes genéticos do
fendtipo de resisténcia que apresenta.

Os resultados obtidos pela utilizacdo da técnica de tipagem por electroforese em
campo eléctrico pulsado revelam que a utilizacdo da enzima de restricdo Xbal permite
diferenciar as estirpes S. fonticola UTAD54 e a estirpe tipo S. fonticola LMG7882. As

condic¢Bes utilizadas necessitam, no entanto, de ser optimizadas de modo a ser possivel
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uma melhor separacdo das bandas resultantes, facilitando a andlise dos padrdes de
restricdo. Esta técnica, geralmente, permite diferenciar isolados filogeneticamente muito
proximos (Stefani et al., 2000). Por esta razdo tem sido muito utilizada em estudos de
epidemiologia e disseminacdo de isolados clinicos resistentes a antibioticos (Bergeron et
al., 1998; Gautom, 1997; Maslanka et al., 1999; Ridley et al., 1998; Seetulsingh et al., 1996).

Por outro lado, a técnica de ribotipagem, utilizando as enzimas de restricdo EcoRl e
Hindlll, permitiu também diferenciar eficientemente as duas estirpes em estudo,
salientando-se no entanto o facto de os padrdes de restricdo obtidos apresentarem um
elevado namero de bandas comuns. O padrao de bandas obtido pela utilizacdo da enzima
de restricdo BamHI é aproximadamente idéntico para as duas estirpes, concluindo-se que
esta enzima ndo é adequada para diferenciacdo de isolados desta espécie, utilizando este
método. A analise dos resultados obtidos permitiu estimar o nidmero de operdes de
rDNA, presentes no genoma das duas estirpes em estudo, em 6 a 7 operdes. A presenga de
varios operdes de rDNA é comum em organismos procariotas. Relativamente a espécie
E. coli, também pertencente a familia Enterobacteriaceae, esta descrita a presenca de 7
operdes (Bachmann, 1990).

Finalmente, os perfis obtidos por digestédo da regido rDNA 16S com as enzimas de
elevada frequéncia de corte Mbol e Taql, ndo permitem diferenciar as duas estirpes em
estudo. A técnica de ARDRA normalmente d& origem a padrdes de bandas pouco
complexos. A analise destes padrdes ndo fornece informacéo suficiente que permita a
diferenciacdo de isolados pertencentes a mesma espécie sendo mesmo, algumas vezes,
insuficiente para diferenciar isolados de espécies distintas (Stefani et al., 2000). Esta
limitac@o foi confirmada neste estudo, salientando-se, no entanto, que esta técnica pode

ser muito atil na identificacdo de isolados da espécie S. fonticola.
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A realizacdo do trabalho aqui apresentado permitiu detectar a produc¢édo de uma
nova beta-lactamase, denominada SFC-A, na estirpe S. fonticola UTADS54, isolada de dguas
de consumo néo tratadas.

Deste trabalho salientam-se as seguintes conclusdes:

? A determinacdo da sequéncia nucleotidica do gene localizado no cromossoma
bacteriano blasrc-a € @ anélise da sequéncia de aminoéacidos deduzida, bem como
os estudos de homologia realizados, permitiram classificar esta enzima na classe

A, segundo o esquema de classificacdo proposto por Ambler (Ambler, 1980).

? A resisténcia as penicilinas e as cefalosporinas de 12 geracdo, observada na
estirpe S. fonticola UTADS54, esta associada a producdo da enzima SFC-A. Esta
beta-lactamase, quando isolada, confere ainda resisténcia aos monobactamicos e
aos carbapenemos e a sua actividade € inibida pelos inibidores convencionais de
beta-lactamases de classe A. Este perfil de substratos e inibidores, bem como os
dados moleculares, indicam tratar-se da 62 carbapenemase de classe A descrita,
incluida portanto no sub-grupo 2f segundo a classificacdo de Bush (Bush et al.,
1995).

? A enzima SFC-A é a primeira carbapenemase de classe A identificada num
isolado ambiental. Por outro lado, as 5 carbapenemases até agora descritas foram
identificadas em isolados de hospitais franceses, ingleses e norte-americanos. A
deteccdo de uma enzima com estas caracteristicas num isolado ambiental, numa
area geogréafica diferente, levanta novas questbes acerca do perigo de

disseminacgéo deste tipo de mecanismo de resisténcia.

? A estirpe S. fonticola UTAD54 produz, para além da enzima SFC-A, uma
metalo-beta-lactamase, denominada Sfhl, previamente caracterizada. A producéo
de duas enzimas com estas caracteristicas pelo mesmo isolado nunca tinha sido

descrita. Este facto € especialmente preocupante pois 0s compostos incluidos no
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grupo dos carbapenemos sdo utilizados no nosso pais apenas em ambientes

hospitalares, como antibioticos de ultimo recurso.

Este trabalho apresenta ainda alguns resultados preliminares relativos a
caracterizagdo molecular da estirpe S. fonticola UTAD54. As técnicas de tipagem genética
tém-se revelado de grande utilidade em estudos de disseminacdo de mecanismos de
resisténcia a antibidticos e em estudos de propagacédo de estirpes resistentes. O trabalho
realizado permitiu essencialmente optimizar as condi¢fes e procedimentos inerentes a
algumas destas técnicas, de modo a que possam ser utilizadas em estudos deste tipo

envolvendo isolados da espécie S. fonticola.

? Os resultados obtidos pela utilizacdo da técnica ARDRA ndo permitiram atingir
0s objectivos propostos, pois esta técnica da origem a padrdes de restricdo pouco
complexos que ndo permitem diferenciar as estirpes em estudo. No entanto, esta

técnica podera ser util em estudos de identificacao de isolados desta espécie.

? Por outro lado, concluiu-se que as técnicas de electroforese em campo pulsado
(PFGE) e ribotipagem permitem diferenciar estirpes incluidas nesta espécie,
podendo portanto ser utilizadas na realizagdo de estudos de epidemiologia e

disseminacéo de resisténcias.
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Como referido ao longo deste trabalho, um conhecimento aprofundado dos
mecanismos envolvidos na resisténcia bacteriana a antibidticos constitui uma arma
poderosa no combate a este problema, de grande relevancia em termos clinicos. A
caracterizacdo molecular da enzima SFC-A bem como a determinacdo do fenétipo de
resisténcia conferido por esta beta-lactamase, aqui apresentados, representam uma mais
valia na compreensdo dos aspectos relacionados com a disseminac¢do de mecanismos de
resisténcia em isolados ambientais. Esta enzima é especialmente interessante uma vez que
se inclui num grupo de beta-lactamases recentemente descobertas que possuem a rara
capacidade para hidrolisar, e consequentemente inactivar, os compostos incluidos no
grupo dos carbapenemos. Estes agentes antibacterianos sdo utilizados no nosso pais
apenas em ambientes hospitalares, como antibiéticos de Ultimo recurso.

Por estas razbes a continuacdo dos estudos de caracterizacdo molecular e
bioguimica da beta-lactamase SFC-A resultard certamente na obtencdo de dados
relevantes, com vista ao esclarecimento do modo de ac¢do e ao desenvolvimento de
estratégias de inactivacdo deste tipo de enzimas. Nomeadamente a elucidacdo do
mecanismo de regulacdo do gene que codifica para esta enzima, bem como a pesquisa de
elementos geneticamente méveis aos quais esta ORF esteja associado sdo essenciais para
avaliar a real importancia da beta-lactamase SFC-A.

Por outro lado a caracterizagdo bioquimica da enzima, por exemplo no que diz
respeito aos seus parametros cinéticos, é essencial para avaliar a capacidade hidrolitica
desta enzima relativamente aos varios antibioticos do grupo dos beta-lactamicos.

Pretende-se ainda desenvolver um sistema de expressdao em E. coli que permita
obter quantidades de proteina suficientes para desenvolver estudos de cristalografia com
raio-X. A determinacdo da estrutura terciaria desta enzima para além de ser importante
na elucidagdo do mecanismo de acgdo e na caracterizagdo dos aspectos implicados no
espectro de acgdo alargado que esta beta-lactamase apresenta, € também um passo
essencial com vista a desenhar moléculas inibidoras da actividade desta enzima.

Finalmente, a deteccdo da producdo desta enzima ou de outras semelhantes em
outros isolados ambientais e hospitalares permitird avaliar a actual dispersdo deste tipo

de mecanismo de resisténcia em Portugal.
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ANEXO I: Marcadores de peso molecular de DNA

Tabela VI: Marcadores de baixo peso molecular utilizados.

Marcadores de baixo peso molecular (pb)

Marcadores de elevado peso
molecular (Kb)

Tamanho dos fragmentos

Mass Ruler?

Mass Ruler™

?/Hindlll DNA Ladder Mix BCI)VV\//O\rI;:SSe,r Concatameros de DNA de ?
23130 10000 1031 48,5
9416 8000 900 97
6557 6000 800 1455
4361 5000 700 94
2322 4000 600 242,5
2027 3000 500 291
564 2500 400 339,5
2000 300 388
1500 200 436,5
1031 100 -
900 80 -
800 -
700
600
500
400
300
200
100
80
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ANEXO 2: Mapa do vector pBGS19

Ori
pUC19 SMC G
Ahal
LacZ
pBGS19 H'
Mial
3.6 Kb
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Km
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