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RESUMO

O uso excessivo de antibidticos na medicina veterinaria, na medicina humana,
aquacultura e na agricultura tem contribuido para o aparecimento e disseminacdo de
microrganismos multirresistentes. Os R-lactamicos estdo entre os antibidticos mais
utilizados, tanto na terapéutica humana como na veterinaria, nomeadamente no
tratamento de infeccdes bacterianas dada a sua elevada eficacia terapéutica e a sua baixa
toxicidade para as células animais. De entre os R-lactdmicos, os carbapenemos sdo
considerados os antibioticos mais eficazes. A producao de carbapenemases constitui um
dos mecanismos de resisténcia emergente aos carbapenemos.

Dos quatrocentos e cinguenta e seis isolados (Gram negativo) de animais selvagens de
diferentes nichos ecoldgicos, obtidos durante os dois periodos de amostragem:
(i) Marco a Junho de 2007 e (ii) Setembro a Novembro de 2007, no CRATAS projecto
do NEPA sediado na UTAD. Foram seleccionadas vinte estirpes (durante 0os 7 meses)
para serem estudadas devido ao facto de apresentarem pelo menos uma das seguintes
caracteristicas: resistentes aos carbapenemos e/ou todos os isolados pertencentes ao
género Aeromonas.

A identificacdo dos isolados foi realizada por biotipificacio numérica e por
sequenciacdo dos genes 16S rDNA e gyrB tendo sido identificados os géneros
Aeromonas (n=16), Klebsiella (n=1), Pseudomonas (n=1), Shewanella (n=1), e uma
espécie ndo descrita do género Acinetobacter (n=1).

Determinou-se a susceptibilidade destas bactérias a varios grupos de antibiéticos, pelo
método de difusdo em disco. Relativamente aos R-lactdmicos e em particular aos
carbapenemos estudou-se 0s mecanismos de resisténcia associados aos fenotipos
observados. De um modo geral verificou-se multiresisténcia das estirpes isoladas aos
antibidticos testados, permitindo os resultados obtidos inferir sobre o facto de apesar de
existir uma baixa pressdo selectiva a que as estirpes ambientais estdo submetidas, estas
podem ser reservatorios de genes de resisténcia. De salientar o facto de quatro dos
isolados apresentarem resisténcia aos carbapenemos (imipenemo), antibioticos usados
apenas para uso clinico em ambiente hospitalar, o que justificou o estudo dos
mecanismos de resisténcia subjacentes ao fendtipo observado. Na deteccdo de genes de
R-lactamases, nomeadamente [-lactamases de espectro alargado (ESBLS) e

carbapenemases (serina carbapenemases e metalo-3-lactamases) esta foi verificada em
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dois dos isolados MDC 1277 (tipo-OXA) e MDC 1280 (tipo-OXA, tipo-TEM e
tipo-SHV).

O teste de difusdo em agar Mueller-Hinton com tiras (E-test) e o teste de sinergismo do
duplo disco foram usados para a triagem dos isolados relativamente a presenca de
R-lactamases de espectro alargado, observando-se que apenas o isolado MDC 1280
apresentou teste fenotipico positivo, em ambos os testes.

Nos dezasseis isolados do geénero Aeromonas as metalo-f-lactamases tipo-IMP e
tipo-VIM nao foram detectadas. Verificou-se a presenca de CphA em sete dos isolados
identificados como Aeromonas. Em quatro isolados blacyha positivos foi detectado
também o gene blaoxa. De referir que estes isolados ndo apresentavam um fenétipo de

resisténcia aos carbapenemos.
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ABSTRACT

The excessive use of antibiotics in veterinary medicine, in human medicine, aquaculture
and agriculture has contributed to the emergence and spread of multi-resistant
organisms. The 3-lactam antibiotics are among the most widely used both in human and
in veterinary therapies, particularly in the treatment of bacterial infections because of
their high therapeutic efficacy and generally low toxicity to animal cells. Among the
R-lactams, the carbapenems are considered the most effective antibiotics. The
production of carbapenemases is one of the emerging mechanisms of resistance to
carbapenems.

Of four hundred and fifty-six isolates (Gram negative) from wild animals of different
ecological niches, obtained during the two periods: (i) March to June 2007 and (ii) in
September to November 2007, in the CRATAS (NEPA) project of UTAD, twenty were
selected (during the 7 months) to be studied since they possessed at least one of the
following characteristics: resistance to carbapenems and / or all isolates included in the
genus Aeromonas.

The identification of the isolates was performed by numerical bio-typing and by
sequencing the 16S rRNA gene and the gene gyrB. The isolates included those from
genera Aeromonas (n = 16), Klebsiella (n = 1), Pseudomonas (n = 1), Shewanella
(n = 1), and a previously un-described species of the genus Acinetobacter (n = 1). The
susceptibility of the bacteria to various groups of antibiotics was determined using the
disk diffusion method. The mechanisms of resistance to B-lactams and in particular to
carbapenems associated with the phenotypes observed were studied. In general
multi-resistance was observed for the isolated strains. These results infer that there is a
low selection pressure and that these environmental strains may be reservoirs of
resistant genes. We must emphasize the fact that 25% of the isolates were resistant to
carbapenems, antibiotics used only for clinical use in hospitals, which justified the study
of mechanisms underlying the resistance phenotype observed. Genes of R-lactamases
were only found in two strains of MDC 1277 (oxa-type) and MDC 1280 (oxa-type,
TEM-type and SHV-type).

The test on Mueller-Hinton agar with strips (E-test) and the test for synergism of the
double disc were used to assess the presence of B-lactamases of extended spectrum,

noting that only the isolate MDC 1280 was positive in both tests. In sixteen of the
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isolates belonging to genus Aeromonas the metallo-B-lactamases IMP and VIM were
not detected. By sequencing the CphA gene was found in seven of these isolates. In four
that were blacpha positive the gene blaoxa-type Was also detected the gene. It should be

noted that these isolates did not have a phenotype of resistance to carbapenems.
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1
INTRODUCAO

Os antibioticos sdo indiscutivelmente a mais bem sucedida forma de quimioterapia
desenvolvida no século XX e, talvez, ao longo de toda a historia da medicina
(Wright, 2007).

1.1 ANTIBIOTICOS R-LACTAMICOS

Os R-lactamicos estdo entre os antibidticos mais utilizados no tratamento de infecgdes
bacterianas, tanto na medicina humana como na medicina veterinaria, dada a sua
elevada eficécia terapéutica e a sua baixa toxicidade para as células animais, incluindo
as células humanas. Contudo a eficacia destes antimicrobianos esta constantemente a ser
desafiada pela emergéncia de estirpes bacterianas resistentes (Crowder et al., 2006;
Li et al., 2007).

Os antibioticos R-lactamicos apresentam em comum um anel B-lactdmico central
constituido por trés dtomos de carbono e um de nitrogénio (azeto), com radicais
substituintes, o qual é responsavel pelo mecanismo de ac¢do destes compostos a nivel
da formacdo da parede celular (Sousa, 2006).

Nas penicilinas o anel R-lactdmico encontra-se unido com um anel tiazolidina, enquanto
que nas cefalosporinas se encontra fundido com um anel de di-hidrotiazina. Os
monobactamicos (aztreonamo) tém a particularidade de apresentar na sua estrutura
monociclica um grupo 2-oxoazetidina-1-sulfario, apresentando no entanto uma grande
analogia com a ceftazidima.

Os carbapenemos possuem um atomo de carbono em vez de um atomo de enxofre no
anel de tiazolidina, anel anexo ao anel 3-lactdmico, e uma dupla ligacdo em vez de uma
ligagdo simples (Sousa, 2006; Nicolau, 2008). Esta classe de antimicrobianos é activa
em microrganismos em crescimento, e a inibi¢cdo da formagao da parede celular resulta
da ligagdo do antibidtico a uma ou varias transpeptidases. A capacidade que estes
antibioticos tém para se ligarem as transpeptidases, deve-se a elevada semelhanca
estequiométrica destas enzimas com o anel RB-lactamico. Por este motivo as
transpeptidases sdo frequentemente denominadas de proteinas de ligagdo a penicilina

(PBPs - Penicillin binding proteins). Estas enzimas estdo relacionadas com fungoes
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celulares de alongamento e septacdo da parede celular, variando as suas caracteristicas e
0 seu numero de espécie para espécie (Wilke et al., 2005; Babic et al., 2006;
Pena, 2006).

A acc¢do dos R-lactamicos depende da sua capacidade de difusdo através dos canais de
porinas da parede celular, da afinidade do antibiotico as PBPs e da estabilidade do
antibiotico a hidrolise mediada por enzimas bacterianas (Pena, 2006).

1.1.1 Carbapenemos

Os carbapenemos sdo caracterizados por possuirem um amplo espectro de actividade in
vitro contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo bactérias anaerobias.
O seu elevado espectro de actividade é devido ao facto de ser uma molécula
zwitteridnica, com uma elevada capacidade para penetrar através dos canais de porinas,
uma elevada afinidade para as PBPs e com uma elevada estabilidade a hidrolise
mediada por B-lactamases (Sousa, 2006; Bassetti et al., 2008). De entre os R-lactamicos,
os carbapenemos sdo considerados os antibidticos mais eficazes, sendo geralmente
reservados para o tratamento das infeccdes bacterianas mais severas (Nicolau, 2008).
Esta classe de antibidticos é resistente a hidrolise por R-lactamases pertencentes as
classes A, C e D de Ambler, incluindo as ESBLs (B-lactamases de largo espectro).
Contudo sdo susceptiveis a actividade das carbapenemases (Tellado e Wilson, 2005;
Nicolau, 2008).

O imipenemo, 0 meropenemo e O ertapenemo Sd0 0S agentes antimicrobianos
pertencentes a classe dos carbapenemos disponiveis em Portugal para uso clinico, sendo

0 imipenemo e 0 meropenemo 0s mais utilizados (Sousa, 2006).
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Figura 1.1 - Estrutura quimica do imipenemo (A), meropenemo (B) e ertapenemo (C).

[Fonte: Zhanel et al., 2007].
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1.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS R-LACTAMICOS

O uso excessivo de antibidticos na medicina humana, na medicina veterinaria, na
aquacultura e na agricultura tem contribuido para o aparecimento e disseminacdo de
microrganismos multirresistentes (French, 2005; Henriques et al., 2006Db).

Nos ultimos anos a emergéncia de bactérias patogénicas resistentes aos R-lactdmicos em
ambientes clinicos tem-se tornado num problema mundial. Além disso 0s genes que
codificam para a resisténcia a este grupo de antibiéticos tém sido também encontrados
em estirpes bacterianas ambientais (Chee-Sanford et al., 2001; Schwartz et al., 2003;
Henriques et al., 2006).

A resisténcia bacteriana ocorre devido a caracteristicas codificadas geneticamente,
podendo ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia adquirida resulta de alteracBes na
estrutura e na fisiologia celular, causadas por mudancas na genética normal do
microrganismo. Estas alteracGes podem ocorrer devido a mutagdes genéticas, aquisicao
de genes de outros microrganismos ou pela associacdo de ambas. A resisténcia
intrinseca resulta da genética normal dos microrganismos. Todas as estratégias de
resisténcia nas bactérias sdo codificadas por um ou mais genes, 0s quais podem estar
presentes no genoma de VArios microrganismos, que podem ou ndo pertencer a0 mesmo
género (Dropa, 2006).

Actualmente sdo conhecidos trés mecanismos de resisténcia aos carbapenemos:
(i) diminuigdo da acumulacéo intracelular do antibiotico; (ii) modificacdo do local alvo
do antibiético (PBPs); (iii) inactivacdo do antibidtico através de enzimas denominadas

R-lactamases (Sousa, 2006).

1.2.1 Diminuicdo da acumulacéo intracelular do antibiético

A diminuicdo da concentracdo do antibidtico no interior da célula bacteriana pode ser
devida: (i) a redugdo da permeabilidade da membrana exterior e/ou (ii) por mecanismos

de efluxo.

1.2.1.1 Reducio da permeabilidade da membrana exterior

A parede celular das bactérias pode ser por si s6 uma barreira de permeabilidade aos

antimicrobianos, levando a resisténcia intrinseca de muitos microrganismos.
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As bactérias de Gram negativo sdo responsaveis por uma grande percentagem de
infecgBes bacterianas multirresistentes. Estas bactérias possuem na membrana externa
canais de proteinas, denominados porinas, que estdo envolvidas no influxo de diversos
compostos, incluindo diversas classes de antibioticos (Pages et al., 2008).

Os antibioticos B-lactdmicos sdo moléculas hidrofobicas, que tém de atravessar a
membrana exterior das bactérias de Gram negativo para atingirem as PBPs. A difusdo
destes antibidticos para o espaco periplasmatico efectua-se devido a existéncia dos
canais de porinas (Nicolau, 2008).

O aumento da resisténcia bacteriana aos R-lactdmicos, esta muitas vezes relacionada
com a alteragdo da permeabilidade da membrana externa, por auséncia ou diminuigéo
da expressdo de genes que codificam as porinas, causando a reducdo da entrada do
antibidtico na célula, diminuido assim a concentracdo interna do antibiotico (Nikaido,
2003; Quale et al., 2006). Este mecanismo de resisténcia acarreta, frequentemente,
resisténcias multiplas, visto que diferentes antibidticos sdo transportados para o interior

da célula bacteriana pelos mesmos canais de porinas (Fonseca, 2005).

1.2.1.2 Mecanismos de efluxo

A sobreexpressdo de sistemas de efluxo, que levam a reducdo da concentracdo dos
agentes antimicrobianos no interior da célula bacteriana, constitui um dos mecanismos
de resisténcia aos carbapenemos (Wilke et al., 2005; Giske et al., 2008). Os genes que
codificam os sistemas de efluxo fazem parte do genoma bacteriano e, portanto,
fornecem ao microrganismo o potencial intrinseco para desenvolver um fenotipo de
resisténcia aos carbapenemos sem a aquisicdo de novos genes (Nikaido, 2001;
Wright, 2007).

Muitos destes sistemas ndo sdo especificos para uma classe de antibi6ticos, podendo
eliminar da célula bacteriana uma elevada gama de compostos estruturalmente
desiguais, incluindo varias classes de antibidticos, estando por isso muitas vezes
associados a estirpes multirresistentes. A actividade de alguns sistemas de efluxo pode
ser induzida pela exposicdo ao substrato, de modo que uma estirpe aparentemente
susceptivel a um antibiotico pode tornar-se resistente (Poole, 2005; Piddock, 2006).

Os sistemas de efluxo sdo agrupados em cinco familias de acordo com a sequéncia de
aminoéacidos das proteinas envolvidas; a familia MFS (Major Facilitator Superfamily),
ABC (ATB-Binding Cassete), RND (Resistance-Nodulation-Division), MATE
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(Multidrug And Toxic compound Extrusion) e a familia SMR (Small Multidrug
Resistance) (Li e Nikaido, 2004; Alekshun e Levy, 2007). A familia RND € a mais
relevante para a resisténcia aos carbapenemos.

Cada sistema de efluxo da familia RND é constituido por trés proteinas, que podem ser
codificadas por genes cromossomicos ou plasmidicos; (i) proteina responsével pelo
efluxo através da membrana citoplasmatica, (ii) proteina de fusdo membranar
periplasmatica (MFP) e a (iii) proteina que efectua o efluxo através da membrana
exterior (OMF) (Poole, 2004; Poole, 2007).

Van Bambeke e colaboradores (2003) assim como outros autores referem que a
presenca de bombas de efluxo podem actuar associadas com outros mecanismos de
resisténcia, para aumentar o nivel e a amplitude do espectro de resisténcia aos agentes

antimicrobianos.

1.2.2 Modificagéo do local alvo do antibi6tico (Penicillin binding protein)

As penicillin binding proteins sdo carboxipeptidases localizadas na membrana
citoplasmatica das bactérias que catalisam as reac¢fes de polimerizacdo do
peptidoglicano durante a biosintese da parede celular bacteriana (Macheboeuf et al.,
2006; Yamada et al., 2008). Os carbapenemos apresentam uma elevada afinidade para
as PBPs, impedindo a sua actividade (Davies et al., 2008).

MutacBes nos genes produtores de PBPs, recombinacBes homologas entre genes de
PBPs, ou a insercdo de novos genes que codificam para PBPs sem afinidade para os
carbapenemos, conferem as estirpes resisténcia aos carbapenemos (Sousa, 2006;
Giske et al., 2008).

As PBPs podem ser divididas em trés classes: (i) PBPs de elevado peso molecular
(HMM- High molecular mass) de classe A; (ii) PBPs de elevado peso molecular
(HMM- High molecular mass) de classe B; e (iii) PBPs de baixo peso molecular
(LMM- Low molecular mass) (Yamada et al., 2008).

A resisténcia aos carbapenemos por alteracdo das PBPs é mais comum em
microrganismos de Gram positivo, do que de Gram negativo (Sousa, 2006). Este
mecanismo de resisténcia é importante em cocos Gram positivos tais com
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae (Pitout et al., 1997). Estudos de
Fernandez-Cuenca e colaboradores (2003), em isolados de Acinetobacter baumannii

demonstraram que a resisténcia aos carbapenemos nestes isolados estava relacionada
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com a diminuicdo da expressdo da PBP 2. A producéo de PBPs alteradas com reduzida
afinidade para os R-lactamicos tem sido observada em isolados de Proteus mirabilis
(Neuwirth et al., 1995), de Pseudomonas aeruginosa (Gonton et al., 1990) e de

Helicobacter pylori (Gerrits et al., 2002).

1.2.3 Inactivacgao dos 3-lactamicos pela producéo de R-lactamases

O principal mecanismo de resisténcia bacteriana (intrinseca e adquirida) aos
R-lactdmicos, particularmente entre as bactérias de Gram negativo, é a produgdo de
hidrolases bacterianas, denominadas de R-lactamases (Lim e Strynadk, 2002;
Li et al., 2007)

As R-lactamases sdo hidrolases que actuam ao nivel do anel R-lactamico, clivando a
ligacdo amida, tornado estes antibidticos em compostos biologicamente inactivos, antes
destes atingirem as PBPs (Poole, 2004; Bebrone, 2007). As enzimas B-lactamases sdo
estruturalmente relacionadas com as PBPs de baixo peso molecular, indicando que terdo
evoluido a partir destas enzimas (Gonzalez, 2007).

Em 1940 Abraham e Chain descreveram a primeira enzima com actividade hidrolitica
sobre os R-lactamicos, ao observarem a inactivacdo da penicilina por estirpes de
Escherichia coli, denominando estas enzimas pelo nome genérico de penicilinases
(Gupta, 2007). Mais tarde Kirby (1944) verifica que a sintese destas enzimas ndo era
exclusiva das bactérias de Gram negativo, ao isolar estirpes de estafilococos resistentes
a penicilina.

Desde entdo estas enzimas tém sido descritas em bactérias de Gram negativo e Gram
positivo (Livermore, 1995; Majiduddin et al., 2002). As B-lactamases, produzidas por
algumas bactérias de Gram positivo e por todas as bactérias de Gram negativo, sao
diversas e numerosas podendo ser codificadas por genes localizados no cromossoma ou
por genes localizados em plasmideos.

A disseminacdo das R-lactamases tem aumentado ao longo dos anos, devido a
integracdo dos genes que as codificam em plasmideos, transposdes e integroes,
elementos genéticos movéis, que facilitam a rapida transferéncia de material genético
entre os microrganismos (Weldhagen, 2004; Castanheira, 2005; Wilke et al., 2005;
Babic et al., 2006).
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1.2.3.1 Classificagéo

A grande diversidade de [-lactamases isoladas nas ultimas décadas tornou
imprescindivel a existéncia de um sistema de classificacdo que facilitasse a sua
identificagdo e que traduzisse as relacOes entre as diferentes enzimas e a sua origem
evolutiva. As BR-lactamases podem ser diferenciadas por varios critérios. Actualmente
dois sistemas de classificacdo sdo considerados como de maior importancia: a
classificacdo de Ambler e a classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros (Ambler, 1980;
Bush et al., 1995).

A classificacdo de Ambler, proposta em 1980, baseia-se na estrutura priméaria da
enzima, de acordo com a sequéncia de aminoacidos. Ambler dividiu as B-lactamases em
quatro classes principais: classe A onde se encontram as [-lactamases de amplo
espectro, classe B onde séo incluidas as metalo-R-lactamases, classe C as cefalosporinas

cromossémicas e a classe D onde se encontram as oxacilinases.

Em 1989 Bush foi o primeiro a correlacionar o substrato preferencial e as propriedades
inibitorias com a estrutura molecular das enzimas, na sua classificacdo. Mais tarde, em
1995, Bush, Jacoby e Medeiros fizeram uma actualizacdo desta classificacdo que
combina caracteristicas funcionais e estruturais das enzimas, agrupando as [3-lactamases
em quatro grupos funcionais (1, 2, 3 e 4). A ac¢do quelante do EDTA é usada por este
sistema de classificacdo para a primeira triagem das [-lactamases.

No grupo funcional 1 sdo incluidas as [3-lactamases que ndo sdo inibidas pelo EDTA e
que hidrolisam preferencialmente a cefaloridina, sendo denominadas de
cefalosporinases. O grupo funcional 2 inclui enzimas que ndo sdo inibidas pelo EDTA,
mas sim pelos inibidores de -lactamases (&cido clavulanico, tazobactam e sulbactam) e
que preferencialmente hidrolisam a benzilpenicilina, designadas por penicilinases. No
grupo funcional 2 sdo também incluidas as 3-lactamases de espectro alargado. O grupo
funcional 3 engloba as R-lactamases que sao inibidas pelo EDTA e néo pelos inibidores
de R-lactamases, e que hidrolisam mais facilmente os carbapenemos, sendo
denominadas por carbapenemases. No grupo funcional 4 s&o agrupadas as enzimas que
ndo sdo inibidas por EDTA, mas que ndo se adequam a nenhum dos grupos

anteriormente descritos.
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1.3 CARBAPENEMASES

Vérias enzimas de ocorréncia natural com capacidade de hidrolisar os carbapenemos
tém sido descritas desde 1980. Inicialmente este grupo de enzimas foi geralmente
descrito em espécies com pouca relevancia a nivel clinico, contudo o seu numero tem
aumentado nos Ultimos anos (Livermore e Woodlord, 2000; Bradford, 2001).

De acordo com Nordmann e Poirel (2002), as carbapenemases sao um grupo de enzimas
diversificado, que diferem das restantes 3-lactamases por serem activas ndo s para as
cefalosporinas de amplo espectro como também para os carbapenemos, imipenemo e
meropenemo (Poirel et al., 2007).

As carbapenemases podem ser divididas em dois grupos moleculares, de acordo com o
mecanismo de hidrdlise no centro activo da molécula: carbapenemases serinicas,
enzimas que possuem serina no centro activo, e metalo-R-lactamases, enzimasque
possuem iBes de zinco no centro activo (Frere et al., 2005; Queenan e Bush, 2007). Este
grupo de enzimas é constituido por R-lactamases pertencentes as classes A
(penicilinases), B (metalo-R-lactamases) e D (oxacilinases) de Ambler.

1.3.1 Carbapenemases de centro serina

As carbapenemases pertencentes as classes A e D da classificacdo de Ambler sdo
denominadas de carbapenemases serinicas por possuirem no seu centro activo um
residuo de serina (Rasmussen e Hoiby, 2007).

As carbapenemases de classe A (grupo funcional 2f de Bush et al., 1995) tém sido
descritas maioritariamente em isolados de Klebsiella spp., Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens (Medeiros e Hare, 1986; Yang et al., 1990; Nordmann et al., 1993;
Moland et al., 2007) e em isolados ambientais de Serratia fonticola (Henriques et al.,
2004). Este grupo de enzimas é constituido pelas familias NMC, IMI, SME, KPC, GES
e SFC. Todas estas enzimas tém a capacidade de hidrolisar uma grande variedade de
R-lactamicos incluindo carbapenemos, cefalosporinas, penicilinas e aztreonamo, e sdo
inibidas pelos inibidores de B-lactamases (acido clavulanico, tazobactam e sulbactam)
(Queenan e Bush, 2007).

A primeira carbapenemase de classe A, a enzima Sme-1 foi descrita em Inglaterra

(1982) em dois isolados de Serratia marcescens (Yang et al., 1990; Naas et al., 1994).
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Mais tarde, é descrita uma carbapenemase mutante pontual de Sme-1, designada Sme-2,
em estirpes de Serratia marcescens nos Estados Unidos (Queenan et al., 2000).

Pouco depois sdo identificadas as enzima IMI e NMC-A em isolados de Enterobacter
cloacae nos Estados Unidos, Franca e Argentina (Nordmann et al., 1993;
Rasmussen et al., 1996; Pottumarthy et al., 2003; Radice et al., 2004). Os genes destas
trés carbapenemases estdo localizados no cromossoma, sem haver evidéncia de estarem
associados a elementos genéticos moveis, o que explica a sua raridade (Yu et al., 2006).
A carbapenemase IMI-1 foi identificada em duas estirpes de Enterobacter cloacae na
California em 1984 (Rasmussen et al., 1996). Recentemente, foi verificada a expresséo
de uma carbapenemase, da familia IMI (IMI-2) codificada por um gene localizado num
plasmideo de Enterobacter cloacae nos Estados Unidos e na China (Aubron et al.,
2005).

A enzima KPC-1 foi identificada em Klebsiella pneumonia no norte da Califérnia e
confere resisténcia aos carbapenemos, cefalosporinas de espectro alargado e aztreonamo
(Yigit et al., 2001). Posteriormente, foi descrita uma segunda carbapenemase
plasmidica, KPC-2, em K. oxytoca (Yigit et al., 2003), que difere da KPC-1 apenas em
um aminoécido. Outra carbapenemase de classe A, a enzima SFC-1 produzida por
Serratia fonticola, foi descrita em 2004 por Henriques e colaboradores (Henriques et
al., 2004). Na mesma estirpe foi descrita uma metalo-B-lactamase (Saavedra et al.,
2003). Uma analise dos parametros cinéticos da enzima SFC-1 mostrou que esta
apresenta um amplo perfil de actividade, semelhante ao de outras carbapenemases do
grupo 2f (Yang et al., 1990; Mariotte-Boyer et al., 1996; Rasmussen et al., 1996; Yigit
et al., 2001). No entanto esta enzima exibe uma elevada eficiéncia catalitica para a
ceftazidima e cefoxitina, taxas ligeiramente superiores ao demonstrado pela IMI-1 e
KPC-1 (Fonseca et al., 2007).

A primeira enzima da familia GES, inicialmente definida como R-lactamases de
espectro ampliado (Giakkoupi et al., 2000), foi identificada na Grécia num isolado de
E. cloacae em 2000, tendo-se verificado em 2001, com a descri¢cdo da enzima GES-2
numa estirpe de Pseudomonas aeruginosa resistente ao imipenemo, que este grupo de
enzimas possuia também a capacidade de hidrolisar os carbapenemos (Poirel et al.,
2001; Queenan e Bush, 2007).

As carbapenemases de classe D, também denominadas de oxacilinases, embora

apresentem uma fraca actividade contra os carbapenemos in vitro, sdo associadas a
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resisténcia aos carbapenemos in vivo, possivelmente devido a permeabilidade limitada
das estirpes (Poole, 2004). Um numero limitado de carbapenemases de classe D, com
alguma actividade contra os carbapenemos, tem sido descrito maioritariamente em
isolados de Acinetobacter baumannii (Poirel e Nordmann, 2006): OXA-23, OXA-27
(Nordmann e Poirel, 2002) e OXA-40 (Lopez-Otsoa et al., 2002). A primeira
oxacilinase com actividade contra os carbapenemos, descrita por Paton e colaboradores,
em 1993 foi identificada num isolado de Acinetobacter baumannii, tendo sido
designada por ARI-1 (Scaife et al., 1995). Algum tempo depois a sequenciacdo desta
enzima revelou que a enzima ARI-1 pertencia a classe das oxacilinases, tendo sido
denominada de OXA-23 (Donald et al., 2000). A OXA-23 tem sido identificada em
isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenemos no Brasil, Reino Unido, Coreia
e Taiti (Dalla-Costa et al., 2003; Naas et al., 2005; Turton et al., 2005). A enzima,
OXA-23, foi ainda descrita num plasmideo de Proteus mirabilis (Bonnet et al., 2002), e
de Klebsiella pneumonia (Poirel et al., 2004).

1.3.2 Metalo-R-lactamases

As metalo-B-lactamases sdo enzimas que hidrolisam os antibiéticos R-lactamicos
recorrendo a um ou dois co-factores de zinco no centro activo da molécula (Bush, 1998;
Wang et al., 1999) dai a designacdo de metalo-R-lactamases.

As carbapenemases de classe B (metalo-3-lactamases), grupo funcional 3, séo
caracterizadas por possuirem a capacidade de hidrolisar eficientemente o0s
carbapenemos, serem resistentes aos inibidores de B-lactamases (&cido clavulanico,
tazobactam e sulbactam) e serem susceptiveis a ac¢do de metais quelantes, como por
exemplo o EDTA (Walsh et al., 2005). Para além dos carbapenemos, estas enzimas
hidrolisam as cefalosporinas de amplo espectro e penicilinas, mas nao os
monobactamicos (Queenan e Bush, 2007). Quando as metalo-3-lactamases sdo
agrupadas de acordo com a homologia das sequéncias de aminoacidos sdo evidenciados

trés grupos estruturais: Ba, Bb e Bc (Galleni et al., 2001).

A primeira metalo-R-lactamase, a enzima Bcll de Bacillus cereus foi descrita nos
meados da década de 60 (Sabath e Abraham, 1966). Uma nova enzima dependente de
zinco, a enzima L1, produzida por Pseudomonas maltophilia (Xanthomonas ou mais

recentemente Stenotrophomonas) foi descrita por Saino e colaboradores em 1982.
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Posteriormente, foram identificadas metalo-R-lactamases que hidrolisavam o
imipenemo, em isolados de Aeromonas hydrophila (Shannon et al., 1986) e Bacteroides
fragilis (Cuchural et al., 1986).

Mais recentemente foi verificada a expressdo de metalo-R-lactamases em diferentes
espécies, incluindo Bacillus cereus (Bcll) (Lim et al., 1988), Bacteroides fragilis
(CcrA) (Rasmussen et al., 1990), Aeromonas hydrophilia (CphA) (Massidda et al.,
1991), Stenotrophomonas maltophilia (L1) (Walsh et al., 1994), Serratia marcescens
(Osano et al., 1994; Ito et al., 1995), Klebsiella pneumoniae (Senda et al., 1996a),
Aeromonas veronii (Walsh et al., 1998), Pseudomonas aeruginosa (Senda et al., 1996b;
Laraki et al.,, 1999a; Lauretti et al., 1999; Tsakris et al., 2000), Acinetobacter
baumannii (Brown et al., 1996; Costa et al., 1996; Perez et al., 1996; Afzal-Shah et al.,
1998; Afzal-Shah et al.,, 1999; Da Silva et al., 1999; Riccio et al.,, 2000),
Chryseobacterium meningosepticum (BlaB ou GOB-1) (Rossolini et al., 1999),
Chryseobacterium indologenes (IND-1) (Bellais et al., 2000), Legionella (Fluribacter)
gormannii (FEZ-1) (Walsh et al., 1994; Sanschagrin et al., 1998; Boschi et al., 2000),
Caulobacter crescentus (Mbl1B) (Simm et al., 2001), Janthinobacterium lividium
(THIN-B) (Rossolini et al., 2001), Bacillus anthracis (Bla2) (Chen et al., 2003),
Flavobacterium johnsoniae (JOHN-1) (Naas et al., 2003) e Serratia fonticola (Sfh-I)
(Saavedra et al., 2003). Nestes géneros, as metalo-B-lactamases ocorrem naturalmente e

séo codificadas por genes cromossomais (Bush, 1998; Walsh et al., 2005).

As metalo-B-lactamases adquiridas sdo maioritariamente do tipo IMP, VIM, SPM, GIM
e SIM; séo enzimas codificadas por plasmideos ou cromossomas, e estdo normalmente
associadas a integrdes que transportam genes de resisténcia para outros antimicrobianos.
Estas enzimas hidrolisam todos os antibidticos -lactamicos, a excep¢do do aztreonamo
(Poole, 2004).

A primeira enzima da série IMP mediada por um plasmideo foi descrita por Watanabe e
colaboradores (1991) num isolado clinico de Pseudomonas aeruginosa no Japao,
seguida pouco tempo depois pela descricdo de uma metalo-R-lactamase em Bacteroides
fragilis (Bandoh et al., 1992; Bandoh et al., 1993). Posteriormente foram identificadas
outras bactérias resistentes aos carbapenemos nomeadamente da familia
Enterobacteriaceae, em particular Serratia marcescens, e varias espécies do género

Pseudomonas, produtoras de metalo-R-lactamases em varios locais do Japdo (Arakawa
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et al., 1995; Ito et al., 1995; Senda et al., 1996a; Senda et al., 1996b; Hirakata et al.,
1998). Durante muitos anos, a ocorréncia de isolados produtores de IMP-1 foi restrita a
esse pais. Actualmente, IMP-1 tem sido encontrada em diversos paises e em isolados de
diferentes microrganismos como Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae entre outros (Tysall et al., 2002; Castanheira et al., 2003; Gales
et al., 2003; Koh et al., 2004; Mendes et al., 2004).

A primeira enzima da familia IMP identificada na Europa foi descrita por Riccio e
colaboradores, 2000, num isolado de Acinetobacter baumannii em Italia (IMP-2). Desde
entdo a IMP tem sido descrita por todo 0 mundo, mais recentemente nos Estados Unidos
e Australia (Peleg et al., 2004; Hanson et al., 2006). Até agora foram descritas 24 tipos

de enzimas pertencentes a familia IMP (http://www.lahey.org/studies).

Em 1997, em Italia, é descrita uma nova metalo-R-lactamase associada a integrdes,
denominada VIM-1 (Lauretti et al., 1999). Em simultaneo era descrita em Franga a
enzima VIM-2 por Poirel e colaboradores (2000). Ambas as enzimas foram descritas em
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, associadas a integres de classe 1. Mais
recentemente a enzima VIM-2 foi descrita num isolado ambiental de Pseudomonas
pseudoalcaligenes (Quinteira et al., 2005).

A identificacdo da metalo-R-lactamase SPM-1 por Toleman e colaboradores, 2002,
define uma nova familia, com 35.5% de homologia com a IMP-1. A SPM-1 foi
inicialmente descrita num isolado de Pseudomonas aeruginosa no Brasil, Sdo Paulo.

Em 2002 é descrita, na Alemanha, uma nova B-lactamase dependente de zinco, GIM-1
(“German imipenemase”) (Castanheira et al., 2004), com uma homologia de
aproximadamente 30% com a VIM, 43% com a IMP e 29% com a SPM. Até ao
momento esta enzima encontra-se restrita a este pais (Queenan e Bush, 2007).

A familia mais recente das carbapenemases de classe B, SIM, foi descrita na Coreia
num isolado de Acinetobacter baumannii (Lee et al., 2005). Esta enzima apresenta uma
homologia de 64 a 69% com as enzimas da familia IMP. A SIM-1 (“Seoul
imipenemase”) tem sido frequentemente descrita em isolados de Pseudomonas sp. e de

Acinetobacter sp. (Queenan e Bush, 2007).
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OBJECTIVOS

Os objectivos deste trabalho sdo abordar a importancia da deteccdo de carbapenemases
em estirpes bacterianas isoladas de animais selvagens de diferentes nichos ecoldgicos.

Para a concretizacdo desta finalidade estabeleceram-se como objectivos especificos:

e Avaliar o perfil de susceptibilidade a diferentes grupos de antibidticos de

estirpes bacterianas obtidas de animais selvagens;

e Estudar as estirpes resistentes a antibidticos R-lactamicos incluindo aos

carbapenemos;

¢ Identificar os isolados obtidos pelos sistemas de biotipificacdo numérica;

e Identificar geneticamente os isolados com resisténcia aos carbapenemos;

e Investigar as B-lactamases produzidas pelas bactérias estudadas recorrendo a
amplificacdo de genes de resisténcia a carbapenemos, determinacdo do ponto

isoeléctrico (pl) e determinacéo da sua incidéncia;

o Verificar o perfil de susceptibilidade a outros agentes antimicrobianos das

estirpes bacterianas produtoras de carbapenemases.
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3.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

3

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi efectuado com amostras obtidas do Centro de Recep¢do Acolhimento e

Tratamento de Animais Selvagens (CRATAS), projecto do Nucleo de estudo e

Proteccdo do Ambiente (NEPA) sediado na Universidade de Tras-os-Montes e Alto

Douro (UTAD). Na tabela 3.1 encontra-se 0 numero de amostras analisadas por espécie

de animal em funcgéo da recolha.

Tabela 3.1 - Nimero de amostras utilizadas por espécie de animal

Nome comum do animal

Nome da espécie

N° de amostras

Recolha A Recolha B
Bufo real Bubo bubo 1
Aguia de asa redonda Buteo buteo 5
Raposa Vulpes vulpes 2
Coruja-do-mato Strix aluco 13
Coruja-das-torres Tyto alba

Papagaio
Coelho

Gavido da Europa
Milhafre
Aguia cobreira
Cegonha braga
Arara
Rouxinol
Corgo

Ema

Passaros
Perdiz

Rato do campo
Esquilo
Andorinhdo
Mocho galego
Cégado

Cobra

Rola brava
Codorniz
Grifo

Acor

Gineta

Javali
Morcego
Piriquito
Pavéo
Garga-real
Falco

Pombo

Veado

Amazona aestiva
Oryctologus cuniculus
Accipiter nisus

Milvus migrans
Circaetus gallicus
Ciconia ciconia
Psittacidae

Luscinia megarhynchos
Capreolus capreolus
Rhea iserica
Passeriformes

Perdix perdix
Apodemus sylvaticus
Sciurus vulgaris

Apus apus

Athene noctua
Mauremys leprosa
Colubridae
Streptopelia turtur
Coturnix coturnix
Gyps fulvus

Accipiter gentilis
Genetta genetta

Sus scrofa
Pipistrellus pipistrellus
Melopsittacus undulatus
Pavo cristatus

Ardea cinérea

Falco peregrinus
Columba livia

Cervus elaphus

P OOO0OO0OO0O0000OO0OO0OOFRPRONRFPPARPPPEPEPNRPEPRPPRPEPRPEPRERN
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3.2 RECOLHA DAS AMOSTRAS

A recolha incidiu num total de 140 amostras de animais selvagens, de acordo com a

metodologia descrita do quadro 3.1.

Quadro 3.1 - Recolha das amostras

1. Com uma zaragatoa retire as fezes do animal;
2. Coloque a amostra num tubo de ensaio, fechado, que contenha B.H.I (Anexos I- Meio 1);
3. Coloque o tubo de ensaio numa estufa a 30°C durante cerca de 24 horas.

3.3 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS EM LABORATORIO

As amostras biologicas deram entrada no laboratério em meio B.H.I liquido, (Anexos I-
Meio 1). Seguidamente as amostras foram inoculadas em meio de cultura sélido
(Quadro 3.2). Foi utilizado o meio sélido G.S.P (Anexos | - Meio 2), meio selectivo e
diferencial para os géneros Aeromonas e Pseudomonas para obtencdo de uma cultura
inicial.

Quadro 3.2 - Procedimento para obteng¢do de cultura inicial

1. Com uma zaragatoa esterilizada semear uma placa de G.S.P (Anexos | - Meio 2) com a mistura do
B.H.I (Anexos | - Meio 1);

2. Incubar a placa numa estufa a 30°C durante 24 horas, numa posi¢do invertida.

3.4 ISOLAMENTO DE ESTIRPES

O procedimento para a obtencdo de cultura pura foi de acordo com o referido no
quadro 3.3.

Quadro 3.3 - Obtencéo de cultura pura

Com a ansa esterilizada, semear por esgotamento numa placa de G.S.P o inéculo;
Levar a ansa ao rubro e deixar arrefecer;

Fazer trés estrias paralelas, com a ansa a partir do esgotamento;

Rodar a placa e fazer novas estrias semelhantes e a partir das anteriores;

Levar novamente a ansa a chama do bico de Busen e deixar arrefecer;

S T oA

Reproduzir os passos 4. e 5. até esgotar o espaco do meio de cultura, sem tocar no esgotamento
inicial,

~

Incubar a placa numa estufa a 30°C cerca da 24 horas, numa posicao invertida;
8. Repicar as colonias isoladas, utilizando 0 mesmo procedimento;

9. Caso ndo se obtenha cultura pura, repetir o procedimento, a partir de uma colénia perfeitamente
individualizada, até se obter uma cultura pura.
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3.5 CONSERVACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

As estirpes obtidas foram conservadas de acordo com a metodologia descrita no quadro

3.4. Sempre que necessario semearam-se as estirpes em meios adequados.

Quadro 3.4 - Conservacao dos isolados bacterianos

1. Inocular a cultura no meio de B.H.I (Anexos | - Meio 1);

2. Incubar a 30°C durante cerca de 24 horas;

3. Posteriormente pipetar 300ul de glicerol a 70% para o criotubo;

4. Finalmente, conservar as aliquotas de B.H.l. com glicerol a 15% a -70°C.

3.6 PROVAS MORFO-FISIOLOGICAS

3.6.1 Coloracédo de Gram

A coloracdo diferencial, ou coloracdo de Gram, cuja metodologia se encontra descrita
no quadro 3.5, ¢ um método utilizado para distinguir dois grupos de bactérias: bactérias

de Gram positivo e bactérias de Gram negativo.

Quadro 3.5 - Procedimento de coloragéo pelo método de Gram

1. Esfregago:
- Numa lamina de microscépio limpa colocar uma gota de soro fisiolégico;
- Retirar com uma ansa esterilizada uma pequena porcao de cultura;
- Espalhar o inéculo, numa camada fina;
- Deixar secar ao ar, ou numa chama muito fraca;

2. Fixacéo:
- Colocar a lamina a chama, a uma altura a que a méo suporte o calor;
- Passar a lamina pela chama, cerca de trés vezes e deixe arrefecer;

Corante inicial — violeta de metilo (1 minuto);
1° Lavagem — agua;

Mordente — lugol (30 segundos);
Diferenciacéo — alcool,;

2° Lavagem — agua;

Corante de contraste — vermelho neutro (1 a 2 minutos);

© © N o g &~ ©w

3° Lavagem — &gua;
10. Secar — entre duas folhas de papel de filtro;

11. Observar — objectiva de 100 x com 6leo de imerséo.

17



Material e métodos

3.6.2 Prova da citocromo-oxidase

A oxidase é uma enzima importante no sistema de transporte de electrdes, durante a
respiracdo aerobia. Esta enzima catalisa a oxidagdo de um citocromo, reduzido pelo
oxigénio molecular, originando uma molécula de 4gua e uma de citocromo-oxidase.

A prova da oxidase (Quadro 3.6) permite diferenciar as bactérias de Gram negativo em
duas familias: as ndo Enterobacteriaceae oxidase positiva e as Enterobacteriaceae,

oxidase negativa.

Para a realizagcdo desta prova foi preparada uma solucdo a 1% de dicloro N-tetrametil
p-fenilenodiamina-Reagente oxidase. Esta solucdo deve ser preparada no momento,

devendo proteger-se da luz para evitar a sua oxidagao.

Quadro 3.6 - Prova da citocromo - oxidase

1. Colocar uma tira de papel de filtro sobre a tampa de uma placa de Petri;

2. Aplicar duas a trés gotas do reagente oxidase sobre a tira;

3. Com uma pipeta de Pasteur retirar uma pequena porcdo de coldnia e colocar sobre a tira de papel
de filtro;

4. Se houver mudanca de cor (junto a zona em que se colocou a porcdo de coldnia) a reaccdo €
positiva.

3.6.3 Prova da catalase

A actividade da catalase manifesta-se na maior parte das bactérias aerdbias, mas apenas
em algumas anaerdbias. A catalase € uma enzima hemoproteica que contém ferro e

decompde o perdxido de hidrogénio (H,O;) em &gua e oxigénio (Quadro 3.7).

Quadro 3.7 - Prova da catalase

1. Numa lamina desengordurada e passada previamente ao bico de Busen, colocar uma gota de agua
oxigenada;

2. De um meio sem sangue, recolher uma colénia e colocar sobre a gota de 4gua oxigenada;

3. Ao verificar efervescéncia diz-se que a reacgao é positiva, ou seja, revela-se a producédo de catalase.
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3.7 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

A identificacdo das estirpes utilizadas neste trabalho foi realizada através de métodos de

biotipificacdo numeérica e de sequenciacao.

3.7.1. Biotipificacdo numérica

A identificacdo das estirpes foi efectuada pelos sistemas de biotipificacdo numérica,
API 20E (bioMérieux 20 100) e API 20NE (bioMérieux 20 050).

3.7.1.1 Sistema de identificacdo numérica APl 20E (bioMérieux 20 100)

O API 20E é um sistema padronizado para a identificacdo das Enterobacteriaceae e
outros bacilos Gram negativos ndo fastidiosos que engloba 20 testes bioquimicos. A

metodologia utilizada, quadro 3.8, foi o procedimento definido pelo fabricante.

Quadro 3.8 - Sistema numérico APl 20E (bioMérieux 20 100)

1. Preparar a cdmara de incubagdo, colocando aproximadamente 5ml de &gua destilada estéril nos
alvéolos para criar uma atmosfera himida. Apoés retirar a galeria do invdlucro hermético, coloca-la
na camara;

2. Para preparacdo do indculo deve abrir uma ampola contendo 5ml de soro fisioldgico estéril. Com
uma pipeta colher uma uUnica col6nia bem isolada do meio. Efectuar uma suspensdo bacteriana
homogeneizando cuidadosamente as bactérias no meio;

3. Encher os tubos e clpulas dos testes CIT, VP e GEL com a suspensdo bacteriana utilizando a
pipeta que serviu para a colheita;

4. De seguida encher unicamente os tubos (e ndo as clpulas) das restantes provas bioquimicas;

5. Criar uma anaerobiose nos testes ADH, LDC, ODC, H,S e URE enchendo as clpulas com 6leo de
parafina;

6. Fechar a caixa de incubago e levar a incubar a 30°C durante cerca de 24 horas.

3.7.1.2 Sistema de identificacdo numérico APl 20NE (bioMérieux 20 050)

O sistema numérico API 20NE é utilizado na identificacdo de bacilos de Gram negativo
ndo fastidiosos que ndo pertencem a familia das Enterobacteriaceae, que combina 8
testes convencionais e 12 testes de assimilacdo. A metodologia utilizada encontra-se

descrita no quadro 3.9.
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Quadro 3.9 - Sistema numérico APl 20NE (bioMérieux 20 050)

Preparar a camara de incubacdo, colocando aproximadamente 5ml de agua destilada nos alvéolos
para criar uma atmosfera humida. Apds retirar a galeria do inv6lucro hermético, coloca-la na
camara;

Para preparagao do indculo deve abrir uma ampola de soro fisioldgico (NaCl 0,85%), ou utilizar um
tubo que contenha 2ml da mesma solucdo. Realizar a suspensdo com uma concentracdo
correspondente a 0,5 da escala de McFarland, retirando 4 ou 5 coldnias de uma cultura pura;

Encher os tubos (e nao as clpulas) dos testes NO; a ONPG com a suspensao, evitando a formacédo
de bolhas de ar. Deve ter o cuidado de colocar a ponta da pipeta junto a parede da clpula;

Abrir o meio auxiliar (API AUX Meio) (Anexos |- meio 3) e transferir 200ul (4 a 8 gotas) da
suspensdo bacteriana. Homogeneizar com a pipeta, evitando formacéo de bolhas de ar;

Encher os tubos e cupulas desde GLU até PAC, para que o liquido fique horizontal ou convexo
(nunca cdncavo);

Colocar parafina liquida nas cupulas dos substratos GLU, ADH e URE;

Fechar a cAmara de incubacéo e colocar a 30°C durante 24-48 horas.

3.7.2 Identificacdo genética

Procedeu-se a identificacdo das estirpes por métodos genéticos. A identificacdo genética

dos isolados realizou-se no Laboratério Molecular Diagnostics Center (MDC), em

Alicante (Espanha). A metodologia utilizada na sequenciacdo foi a implementada no

laboratorio.

3.7.2.1 Extraccio de DNA total

Para a extraccdo de DNA a partir de uma cultura pura dos isolados utilizou-se a

metodologia descrita no quadro 3.10.

Quadro 3.10 - Metodologia de extraccdo de DNA total, de estirpes bacterianas

A w0 poE

o

Num tubo de 1,5 ml suspender em 100 pl de TE uma coldnia de cultura recente;
De seguida adicionar 200 pl de chelex previamente preparado na concentragdo de 20% (Bio-Rad);
Agitar no vortex durante cerca de um minuto;

Submeter a mistura a uma sucessdo de trés ciclos de choques térmicos, alternando 10 minutos de
aquecimento a 95 °C com um periodo de 10 minutos de congelacédo a -20°C;

Agitar novamente o tubo no vortex;
Centrifugar durante 5 minutos a 13000 r.p.m.;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo e armazenar a -20°C.
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3.7.2.2 Amplificacdo de DNA por reaccdo de PCR

Para a amplificacdo dos genes gyrB e 16S rDNA utilizaram-se os oligonucledtidos

descritos no quadro 3.11.

Quadro 3.11 - Oligonucledtidos utilizados em reaccdo de PCR

Posicdo*  Sequéncia (5----3°) Referéncia
gyrB 3F 334/354 TCC GGC GGT CTG CAC GGC GT Yafez et al., 2003
gyrB 14R 1464/1444  TTG TCC GGG TTG TAC TCG TC Yafez et al., 2003
16S OF 8/27 AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG Martinez-Murcia et al., 1999
16S 15R 1492/1510 GGT TACCTTGTTACGACT T Martinez-Murcia et al., 1999

Nota: * posi¢do segundo numeracéo de E. coli (Huang, 1996)

A mistura da PCR foi realizada para um volume final de 50 pl, contendo 2 mM de
MgCl,, 50 mM de KCI, 75 mM de Tris HCI (pH 9.0), 20 mM de (NH;)2SOyq, 1 ul de
DNA gendmico, 2,5 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada oligonucle6tido e 1 U Taq
polimerase (BIOTOOLS).

As misturas foram submetidas a diferentes condi¢gdes de amplificacdo conforme os
genes a amplificar. Para a amplificacdo do rDNA 16S a mistura foi submetida
inicialmente a temperatura de 94 °C durante um periodo de 5 minutos para
desnaturacdo, de seguida foi submetida a 35 ciclos de amplificagdo (desnaturacdo a 94
°C durante 15 segundos, hibridacdo a 55 °C durante 30 segundos e extensdo a 72 °C
durante 1 minuto e 30 segundos). Para finalizar submeteu-se a mistura a um ciclo de

extensdo final a 72 °C durante 5 minutos.

Para a amplificacdo do gene gyrB foram utilizadas as seguintes condic¢des: desnaturacao
inicial durante 5 minutos a temperatura de 94 °C, 35 ciclos de amplificacdo
(desnaturacdo a 94 °C durante 15 segundos, hibridacdo a 55 °C durante 30 segundos e
extensdo a 72 °C durante 45 segundos). Para finalizar submeteu-se a mistura a um ciclo

de extensdo final a 72 °C por um periodo de 5 minutos.

Os resultados foram analisados por electroforese em gel de agarose a 1%, preparado
com Tris-acetato-EDTA (TAE), incorporado com brometo de etidio (5 ug/ml).
Analisaram-se, para tal, 4 ul do produto de PCR de cada amostra, misturando com 2 ul
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de tampéo de carga e aplicando uma voltagem de 6 V/cm. Foram visualizados com
ultra-violetas de 312 nm de comprimento de onda e as imagens foram registadas com o

equipamento de analise de imagens Gel Doc Mega 5 (Biosystematica).

3.7.2.3 Purificacdo dos produtos de PCR

A purificagdo dos produtos de PCR foi realizada com o “Kit” QIA quick PCR
Purification Kit (Qiagen), seguindo o procedimento aconselhado pelo fabricante. A

metodologia utilizada encontra-se descrita no quadro 3.12.

Quadro 3.12 - Protocolo de purificacdo de produtos de PCR

Num tubo de 1,5 ml colocar 250 pl de Buffer PB e adicionar o produto da PCR (50 pl);
Colocar a mistura numa coluna QlAquick;

Centrifugar 1 minuto a 13000 r.p.m.;

Deitar fora o que passa para o tubo colector;

Para lavar, adicionar 750 ul de Buffer PE a colung;

Centrifugar 1 minuto a 13000 r.p.m.;

Deitar fora e centrifugar novamente 1 minuto a 13000 r.p.m.;

Colocar a coluna num tubo de 1,5 ml;

Para eluir o DNA, adicionar 30 pl de HO M.Q;

10. Centrifugar novamente e guardar a -20 °C.

© © N o g~ DN R

3.7.2.4 Sequenciacéo

Os produtos de amplificacdo purificados foram preparados com o kit Big Dye®
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems), segundo recomendacfes do
fabricante. A reaccdo de sequenciacdo foi preparada para um volume final de 10 pl,
adicionando-se 4 ul da solugdo “Premix”; 4 ul de DNA gendmico e 2 pl de primer a

2 uM. No quadro 3.13 estdo descritos os oligonuclettidos utilizados.

Quadro 3.13 - Oligonucleotidos utilizados nas reacgdes de sequenciacao

Posicédo* Sequéncia (5----37) Referéncia
gyrB 3F 334/354*  TCC GGC GGT CTG CAC GGC GT Yafiez et al., 2003
gyrB 7F 792/812* GGG GTC TAC TGC TTC ACC AA Yaéfiez et al., 2003
16S OF 8/27" AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG Martinez-Murcia et al., 1999
16S 9R 926/908" CCG TCAATT CAT TTGAGT TT Martinez-Murcia et al., 1999
16S 15R 1492/1510°  GGT TAC CTT GTT ACG ACT T Martinez-Murcia et al., 1999

Nota: * posi¢do segundo numeracédo de E. coli (Huang, 1996)
#posicdo segundo numeracdo de E. coli (Stern et al., 1988)
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A mistura foi submetida a uma sucessdo de 25 ciclos. As condig¢des para cada ciclo
foram: desnaturacdo a 96 °C por um periodo de 10 segundos, hibridacdo a 50 °C durante

5 segundos e extensao a 60 °C por um periodo de 4 minutos.

Os produtos da reaccdo de sequenciacdo foram precipitados conforme a metodologia

descrita no quadro 3.14.

Quadro 3.14 - Protocolo de precipitagdo dos produtos de sequenciacdo

Num tubo de 1,5 ml colocar: 2,5 ul EDTA (125 mM) e 30 pl Etanol a 100%;

2. Adicionar os 10 pl da reacgdo de sequenciagdo, misturar por inversdo e deixar a temperatura
ambiente por um periodo de 15 minutos;

3. Centrifugar 20 minutos a 14000 r.p.m. a temperatura de 4 °C;

Eliminar a solugéo de etanol e EDTA,;

Adicionar 100 pl de etanol a 70%;

Centrifugar durante 2 minutos a 14000 r.p.m. a 4 °C e eliminar na totalidade a solugdo de etanol;

Secar o pellet (10 minutos no Concentrator — Vacufuge, Eppendorf);

© N o o

Armazenar o pellet seco a -20 °C.

Para a ressuspenséo do pellet adiciona-se 20 pl de formamida desionizada, repousa 5-10
minutos a temperatura ambiente, utiliza-se o vortex durante alguns minutos e
centrifuga-se brevemente. De seguida carrega-se a placa do sequenciador automatico
ABI 3100 Avant Genetic Analiser (Applied Biosystems).

O servico de sequenciacdo foi efectuado no Laboratério de 1&D, Molecular Diagnostic
Center (MDC), Alicante, Espanha (http://www.mdc-bt.com).

3.7.2.5 Andlise de sequéncias e construcdo dos dendogramas

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas pelo programa Chromas lite
versdo 2.0. O alinhamento foi realizado com o programa Clustal X, versdo 1.8
(Thompson et al., 1997). As arvores evolutivas construiram-se pelo método Neighbour-
Joining (Saitou e Nei, 1987) com o programa MEGA - Molecular Evolutionary

Genetics Analysis- versdo 2.1 (Kumar et al., 2001).
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3.8 DETERMINAGAO in Vitro DA SUSCEPTIBILIDADE A AGENTES ANTIMICROBIANOS
3.8.1 Método de difusdo em disco: técnica de Kirby-Bauer

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados foi determinada pela
técnica de Kirby-Bauer (Quadro 3.15), com os seguintes discos de antibiéticos (Oxoid):
R-lactamicos: (a) Penicilinas: Amoxicilina (AML1o); Amoxicilina / Acido clavulanico (AMCsyy);
Piperacilina (PRL,q), Piperacilina / Tazobactan (TZP.i0), Ticarcilina (TICss), Ticarcilina /
Acido clavulanico (TIMgs); (b) Cefalosporinas: Cefalotina (KFs), Cefoxitina (FOXz);
Cefotaxima (CTX3), Cefoperazona (CFPy), Ceftazidima (CAZy), Ceftriaxona (CROsg),
Cefepima (FEP3); () Monobactamicos: Aztreonamo (ATMasg); (d) Carbapenemos: Imipenemo
(IPMyg); Aminoglicosideos: Gentamicina (CN,g), Canamicina (Ks), Tobramicina (TOB),
Amicacina (AKso), Estreptomicina (Sy); Tetraciclinas: Tetraciclina (TEz); Quinolonas: Acido
Nalidixico (NAg), Ciprofloxacina (CIPs); Macrolidos: Eritromicina (Ejs); Fenicois:
Cloranfenicol (Csp); Fosfomicina (FOSsg); Sulfamidas: Co-trimoxazol (SXT ).

O antibiograma foi efectuado segundo as normas de CLSI, Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2006, (ex: NCCLS), classificando a estirpe de acordo com o
diametro do halo de inibicdo observado, nas categorias sensivel (S), intermédia (1) ou

resistente (R).

Quadro 3.15 - Técnica de difusdo em agar com discos de antibiéticos

1. Preparar uma suspensdo bacteriana de cada estirpe em estudo a partir de 3 a 4 col6nias em soro
fisiologico estéril. A suspensdo deve ter uma turvagdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland;

Mergulhar uma zaragatoa na suspensao bacteriana retirando o excesso;
Semear em placas de agar Mueller-Hinton (Anexos | - Meio 4);

Aplicar os discos dos antibi6ticos sobre a superficie do meio de cultura, apés a secagem do in6culo;
Incubar a 37°C, durante 18 horas;

o o~ LD

Com uma craveira medir os didmetros dos halos de inibi¢do para cada antibiético.

3.8.2 Método de difusdo em agar com tiras (E-test)

Para a determinacdo da producdo de R-lactamases de espectro alargado,
foi utilizado o método de difusdo em agar com tiras ESBLs - cefepima /cefepima+ &cido

clavulanico (PM/ PML), de acordo com a metodologia descrita no quadro 3.16.
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Quadro 3.16 - Técnica de difusdo em agar com tiras E-test

1. Preparar uma suspenséao bacteriana de cada estirpe em soro fisioldgico estéril. A suspensdo deve ter
uma turvagdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland,;

2. Mergulhar uma zaragatoa na suspensdo bacteriana retirando o excesso;
3. Semear em placas de agar Mueller-Hinton (Anexos | — Meio4);
4. Aplicar as tiras sobre a superficie do meio de cultura, apés a secagem do indculo;

5. Incubar a 37°C, durante 18 horas;

3.8.3 Teste de sinergismo do duplo disco

O teste de sinergismo do duplo disco (Quadro 3.17) baseia-se na detec¢do de sinergismo
entre as cefalosporinas e o acido clavuléanico, para a deteccdo de [3-lactamases de

espectro alargado.

Quadro 3.17 - Teste de sinergismo do duplo disco

1. Preparar uma suspensdo bacteriana de cada estirpe em estudo em soro fisiolégico estéril.
A suspensao deve ter uma turvacao equivalente a 0,5 da escala de McFarland,;

Mergulhar uma zaragatoa na suspensdo bacteriana retirando o excesso;
Semear em placas de agar Mueller-Hinton (Anexos | — Meio4);
Posicionar os discos de CAZ, ATM e CTX a 30mm do disco de AMC;

Incubar a 37°C, durante 18 horas;

o g~ w N

Com uma craveira medir os didmetros dos halos de inibi¢do de crescimento para cada antibi6tico.

3.9 DETECCAO DE B-LACTAMASES
3.9.1Caracterizacdo das R-lactamases

O ponto isoeléctrico (pl) das B-lactamases em estudo foi determinado nos extractos
enzimaticos por focagem isoeléctrica no Sistema Phast System- Pharmacia (Houvinen,
1988).

3.9.1.1 Preparacdo dos extractos enziméticos

Os extractos brutos das estirpes foram obtidos seguindo a metodologia descrita por
Avrstila et al., 1993, e Peixe, 1996 (Quadro 3.18).
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Quadro 3.18 - Preparacédo dos extractos enzimaticos

1. As estirpes sdo cultivadas em meio de B.H.l (Anexos I- Meiol) a 37°C, durante a noite,
obtendo-se uma cultura em fase exponencial (18 h);

2. Posteriormente transferir 1 ml desta cultura para 50 ml de T.S.B (Anexos I- Meio4) e incubar a 37°C
com agitacdo, durante 3 a 4 horas;

3. As culturas assim obtidas sdo centrifugadas a 5000 r.p.m a 4°C, durante 15 minutos. Apos rejeitar o
sobrenadante as células sedimentadas sdo lavadas em soro fisiolégico (10 ml), ressuspensas e
centrifugadas novamente;

4. Os sedimentos obtidos, ap0s rejeitar o soro fisiologico sdo ressuspensos em 1 ml de agua destilada;

5. As suspensfes obtidas sdo sonicadas em gelo, durante 2 minutos, com intervalos de 30 segundos,
com um sonicador Labsonic 200 a 300 MHZ;

6. Os sonicados sdo transferidos para tubos Eppendorf e centrifugados a 12000 r.p.m a 4°c, durante 15
minutos;

7. Os sobrenadantes obtidos sdo congelados a -20°C até a sua utilizag&o.

3.9.1.2 Prova do nitrocefim

O nitrocefim é uma cefalosporina cromogénica sem interesse terapéutico, mas de grande
utilidade como reagente na deteccdo de R-lactamases de centro serina. Esta
cefalosporina muda de cor, ap6s hidrélise do anel R-lactdmico pela accdo de
R-lactamases. Colocar 10 ul de extracto enzimatico num eppendorf esterilizado e aplicar

10 ul de nitrocefim, caso haja alteracdo da cor a reaccao € positiva.

3.9.1.3 Determinacdo do ponto isoélectrico (pl) das R-lactamases

Sdo aplicados 5 pl dos extractos brutos em géis comerciais de poliacrilamida, com
anfdliticos de gradientes de pH de 3 a 9 (Phastgel 3-9, Pharmacia). Em cada gel,
paralelamente aos extractos em estudo, usam-se como padrdes de ponto isoélectrico,
extractos brutos de estirpes padrdo produtoras de R-lactamases de pl conhecido,
nomeadamente TEM-1 (5,4) e SHV-5 (8,2).

Apos a focagem isoélectrica no sistema Phast System a visualizagdo das bandas
correspondestes as R-lactamases presentes no gel é efectuada por adicdo de 100 pl de

nitrocefim (Glaxo Farmacéutica) numa concentragéo stock de 100 uM.
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3.9.1.4 Pesquisa fenotipica de carbapenemases por um ensaio microbioldgico

Realizou-se um bioensaio, das estirpes resistentes aos carbapenemos e das estirpes
pertencentes ao género Aeromonas, para verificar se os isolados possuiam enzimas com
actividade hidrolitica sobre o imipenemo (carbapenemo). A metodologia utilizada para

a realizacéo do bioensaio encontra-se descrita no quadro 3.19.

Quadro 3.19 - Bioensaio para deteccdo de enzimas

1. Numa placa de Mueller-Hinton (Anexos I- Meio 3) inocular uma estirpe sensivel ao imipenemo
(Escherichia coli ATCC 25922);

2. Colocar discos comerciais de imipenemo (IPM 10ug) impregnado com 10 e 20 ul de extracto
enzimatico bruto das -lactamases, na estufa a 37°C durante 15 minutos;

3. Posteriormente  colocar os discos de imipenemo (10ug) + extractos  (10uQ);
imipenemo (10ug), sobre a superficie do agar Mueller-Hinton previamente inoculado com a E coli
ATCC 25922;

4. Colocar na estufa a 37°C durante cerca de 18 horas. Apo6s incubagdo observar os resultados
tentando verificar se 0 extracto da estirpe em estudo inactiva ou ndo o imipenemo.

3.9.2 Pesquisa genotipica de B-lactamases

Os isolados resistentes ao imipenemo foram seleccionados para se proceder a pesquisa
dos genes blacpna, blaivp-type, blavim-ype € blaoxa-ype, genes que codificam para as
carbapenemases CphA IMP, VIM, e OXA, respectivamente. Adicionalmente estes
genes foram também pesquisados nos isolados do género Aeromonas.

Para além dos genes que codificam para carbapenemases, foram pesquisados os genes
blartem-type, blaskv-ype, blactx-maype, Dlamox € blagox, genes que codificam para

R-lactamases de espectro alargado.

3.9.2.1 Amplificacdo de genes bla

Na reaccdo de PCR utilizou-se o DNA total extraido, pelo método descrito no ponto

3.7.2.1, dos isolados resistentes ao imipenemo e dos isolados do género Aeromonas.

Foram pesquisados os genes blacpna, blaimp-type, blavim-type, Blaoxa-type: BlaTEM-type,

blaspv-type, PlacTx-M-type, Dlamox € blapox.
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A mistura da PCR foi realizada para um volume final de 50 pl, contendo 2 mM de
MgCl,, 50 mM de KCI, 75 mM de Tris HCI (pH 9.0), 20 mM de (NH;)2SOy4, 1 ul de
DNA genomico, 2,5 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada oligonucle6tido (sequéncias
ndo publicadas, Martinez-Murcia et al., 2008), e 1 U Taq polimerase (BIOTOOLYS).

As reacgOes de amplificacdo para a pesquisa dos genes foram efectuadas de acordo com
as condicdes de amplificagéo referidas para o gene gyrB (Ponto 3.8.2.2).

Os produtos de reaccdo de PCR foram analisados por electroforese em gel de agarose
(1%), preparado com TAE e brometo de etidio (5ug/ml). O DNA amplificado foi

visualizado num transiluminador de ultra-violeta de 312nm de comprimento de onda.

Os produtos amplificados por PCR destinados a sequenciar foram purificados pelo
“Kit”QIA quick PCR Purification kit (Qiagen), a metodologia utilizada encontra-se

descrita no quadro 3.12.

A sequéncias nucleotidicas constituintes do DNA resultantes dos produtos de PCR
purificados foram determinados com o kit Big Dye® Terminator Cycle Sequencing
(Applied Biosystems), a metodologia utilizada foi a recomendada pelo fabricante (Ponto
3.7.2.4).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 |SOLADOS BACTERIANOS UTILIZADOS

Para a obtencdo dos isolados necessarios a elaboragdo deste trabalho foram realizados
dois periodos de recolha de amostras, ja referidos na tabela 3.1 do capitulo material e
métodos. As sementeiras foram realizadas em G.S.P (Anexos | - Meio 2), um meio
selectivo e diferencial para os géneros Aeromonas e Pseudomonas, tendo-se

seleccionado os isolados de Gram negativo.

No periodo A, que decorreu entre 0os meses de Margo a Junho de 2007, amostraram-se
45 animais selvagens, de 23 espécies. Deste periodo de quatro meses obteve-se um total
de 197 isolados. O periodo B decorreu nos meses de Setembro a Novembro de 2007.
Neste periodo o trabalho incidiu sobre 95 amostras de 26 especies, tendo-se obtido um
total de 483 isolados. A coleccdo de isolados bacterianos obtidos foi de um total de 680
isolados. Destes foram estudados 456 isolados de Gram negativo, obtidos no periodo A
(n=131) e no periodo B (n=325).

As estirpes isoladas foi atribuida uma referéncia constituida por letras e nimeros. A
primeira letra corresponde & sementeira inicial (eram feitas 2 placas iniciais de modo a
obter 0 maximo de diversidade possivel) e 0 nimero que se segue a letra corresponde ao
namero de colonias retiradas da mesma placa. Caso a cultura ndo estivesse pura eram
retiradas novas colonias as quais eram atribuidas letras mindsculas. Este procedimento
era repetido até se obter uma cultura pura. As amostras que foram identificadas por
sequenciacdo do gene gyrB e 16S rDNA, nas instalacbes do laboratério Molecular
Diagnostics Center (MDC) foram depositadas na colec¢do da instituicdo, pelo que Ihes

foi atribuido um numero de referéncia dessa coleccéo.

Para a realizacdo deste estudo foram seleccionados os isolados de Gram negativo,
resistentes aos carbapenemos, e os isolados de Gram negativo com colonias presuntivas
de Aeromonas. Na tabela 4.1 pode-se observar a descri¢ao dos isolados utilizados neste

trabalho e a sua respectiva referéncia, bem como a referéncia MDC.
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Tabela 4.1 — Isolados bacterianos utilizados neste trabalho

RECOLHA | ORIGEM/ AMOSTRA ESTIRPES ISOLADAS
C, (MDC1276), Csb; (MDC180), Csc; (MDC182),
Veado AS006
A CsC, (MDC190), Csd, (MDC193)
Raposa AS008 A; (MDC1277), A, (MDC1278)
Aguia de asa redonda AS009 | A; (MDC1279)
Coruja do mato AS017 17 Aza (MDC2447)
Ema AS027 A, (MDC1280), Aza (MDC1281)
Esquilo AS036 A,a;B (MDC2485), B;a, (MDC2486)
) Axa; (A) (MDC2487), Axa; (B) (MDC2488), AA; (C)
Esquilo AS044
B (MDC2489), B,b;A (MDC2490)
Aguia Cobreira AS070 Gsp; (MDC2491)
Veado AS115 A,Gsp; (MDC2492)
Veado AS117 Gsp,A (MDC2493), Gsp,C; (MDC2494)
Veado AS119 Gsp;C; (MDC2495)

4.2 PROVAS MORFO-FISIOLOGICAS

Do total das amostras obtidas no periodo A foram isoladas espécies bacterianas
pertencentes a varios géneros, verificando-se que o numero de isolados de Gram
negativo era de 131 e os isolados de Gram positivo era de 66.

Em relacdo aos isolados de Gram negativo observdmos que estes pertenciam a dois
grupos: Enterobacteriaceae e ndo Enterobacteriaceae. Foi verificada a incidéncia de 61
isolados pertencentes as Enterobacteriaceae (29 catalase positiva e 32 catalase
negativa), e 70 isolados pertencentes as ndo Enterobacteriaceae (30 catalase positiva e
40 catalase negativa).

Do total das amostras recolhidas no periodo B foram obtidos 483 isolados bacterianos,
verificando-se, um numero de estirpes de Gram negativo de 325 isolados, e 158 positivo
de Gram negativo.

Relativamente aos isolados de Gram negativo, obtidos no periodo B, verificou-se que a
grande maioria pertencia a familia das Enterobacteriaceae com 290 isolados (150
catalase positiva e 140 catalase negativa) e 35 isolados pertencentes as néo
Enterobacteriaceae (15 apresentavam catalase positiva e 20 catalase negativa). No total
foram isoladas 680 estirpes, 456 estirpes de Gram negativo e 224 estirpes de Gram
positivo. De entre os isolados de Gram negativo a maioria pertence a familia das

Enterobacteriaceae, com oxidase negativa, como se pode observar na figura 4.1.
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Oxidase +
21%

Oxidase -
79%

Figura 4.1 - Percentagem de isolados bacterianos pertencentes as Enterobacteriaceae (oxidase negativa)
e as ndo Enterobacteriaceae (oxidase positiva).

4.3 IDENTIFICAGAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS
4.3.1 Sistema de identificacdo numérico API 20E (bioMérieux 20 100)

Para as estirpes AS027A, (MDC 1280) e AS027Asa (MDC 1281) pertencentes as
Enterobacteriaceae, isoladas de uma ema, foi utilizado o método de biotipificacdo
numérico APl 20E, como meio complementar de identificacdo. Na tabela 4.2 estdo
representados os perfis bioguimicos obtidos, ndo tendo sido possivel identificar os

isolados.

Tabela 4.2 - Provas bioquimicas do API20E (bioMérieux 20 100)

.F,>rqvas
A_Bloqwm'cas%ééé%%%é%%@%é%éé%%%é
Referéncia
AS027A, (MDC1280) |+ - + - + - + + - + - + + + + + + + + +
AS027A;a (MDC 1281) | . . . - - - o - o o oo ..o

Legenda: ONPG - -galactosidase; ADH - arginina; LDC - lisina; ODC - ornitina; CIT - citrato; H,S - tiosulfato de
sodio; URE - ureia; TDA - triptofano; IND - indol; VP - piruvato de sédio; GEL - gelatina; GLU - glucose; MAN
- manitol; INO - inositol; SOR - sorbitol; RHA - ramnose; SAC - sacarose; MEL - melibiose;
AMY - amigdalina; ARA - arabinose; (+) prova positiva; (-) prova negativa.

4.3.2 Sistema de identificacdo numérico API 20NE (bioMérieux 20 050)

Para as estirpes de Gram negativo, que ndo pertencem a familia das Enterobacteriaceae

a identificacéo foi efectuada utilizando o sistema de identificagdo APl 20NE (tabela4.3).
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Tabela 4.3 - Provas bioquimicas do API20NE (bioMérieux 20 050)

Provas
bioquimicas -
NO; TRP GLU" ADH URE ESC GEL PNG GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT PAC IDENTIFICACAO
Referéncia
ﬁ\i%(gg%) + - - - - + + - - - - - + + + - - + - - Slidentificacéo
'(ﬁ%(g%%t)h + + + - - + + + + - + + + + + + - + - - A hydrophila
'(Al\igoglgzc)l + + + - - + + + + - + + + + + + - + - - A. hydrophila
'(A‘,\igoglgggz + + + - - - + + + + + + + + + + - + - - A. sobria
'(A'\igoglggl + + + - - - + + + + + + + + + + - + - - A. sobria
ﬁ/lsggi 2,0%17 } _ _ . _ - + - + - + + + - + + - + + + P. fluorescens
AS017 Aza i
MDC2447 + + + - - + + + + + + + + + + + - + - - A hydrophila
AS036 Aa;B .
MDC2485 + + + + - + + + + + + + + + + - - + + - A hydrophila
AS036 B .
MDC2481(;312 + + + - - + + + + + + + + + + - - + + - Ahydrophila
AS044 Acay -
MDC2487 + + + - - + + + + - + + + + + + - + - - A hydrophila
AS044 B,a,A .
MDC2490 + + + - - + + + + - + + + + + + - + - - Ahydrophila
AS070 GSP, .
MDC2491 * * * + - - + + + - + + + + + + - + - - A sobria
QSSéE;gZZGSPl + + + - - + + + + + + + + + + + - + + - A.hydrophila
;:\Asslcl:;‘gngA + + + - - + + + + + + + + + + - - + - - 2 hydrophila/
.caviae

ﬁ/ISDl C1:72§‘98 4P2C1 + + + + - + + + + + + + + + + - - + + - ﬁlcg{/?;c;ph ila/
AS119 GSP,c; i
MDC2485 + + + - - - + + + + + + + + + + - + - - A.sobria

Legenda: NOj - nitrato; TRP - triptofano; GLU*- glucose em aerobiose; ADH - arginina; URE -

ureia; ESC - esculina; GEL - gelatina; PNG - p-nitro-fenil-B-D-galactopironosido;

GLU - glucose; ARA - arabinose; MNE - manose; MAN - manito; NAG - N-acetil-glucosamina; MAL - maltose; GNT - gluconato; CAP - caprato; ADI - adipato; MLT -malato; CIT - citrato;

PAC - fenilacetato; OX- oxidade; (+) prova positiva; (-) prova negativa.
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Pela analise da tabela 4.3, anteriormente referida, verifica-se que a maioria dos isolados
(n=12) pertencem ao género Aeromonas, tendo sido identificadas duas espécies,

nomeadamente Aeromonas hydrophila (n=8) e Aeromonas sobria (n=4).

Nos isolados AS117 GSP,A (MDC2493) e AS117 GSP,C; (MDC2494), isolados
bacterianos obtidos de uma amostra de veado, os perfis bioquimicos indicam duas
identificacbes possiveis Aeromonas hydrophila/Aeromonas caviae. Com 0 sistema
numérico APl 20NE ndo foi possivel identificar o isolado AS006 C, (MDC1276),

isolado obtido a partir a amostra de veado.

Relativamente aos isolados identificados como pertencentes ao género Aeromonas, 0S
resultados que mais se destacam, correspondem as provas do nitrato, triptofano, glucose
em aerobiose, gelatina, manose, manito, N-acetil-glucosamina, gluconato e malato com
resultados positivos, e as provas da ureia, adipato e fenilacetato com resultados
negativos, para as duas espécies identificadas.

Na mesma tabela pode ainda verificar-se que estirpes identificadas como sendo da
mesma espécie, apresentam perfis bioquimicos diferentes, nomeadamente para 0s
isolados AS017 Asza (MDC2447) e AS036 Aa;B (MDC2485), ambos identificados
como Aeromonas hydrophila. Os isolados bacterianos referidos anteriormente, foram
obtidos a partir de amostras de coruja e esquilo, respectivamente, e diferem nas provas

da arginina, gluconato e citrato.

4.3.3 Identificacdo genética

Os métodos convencionais de identificacdo de isolados bacterianos baseiam-se em
propriedades bioquimicas das estirpes, no entanto, hoje reconhece-se que estas
caracteristicas sdo muito variaveis, tendo uma interpretagdo muito subjectiva.

Para identificar os isolados utilizados neste trabalho realizou-se a identificagdo por
sequenciacdo do gene 16S rDNA dos isolados resistentes aos carbapenemos, e

sequenciacao do gene gyrB dos isolados presuntivos do género Aeromonas.

As sequéncias obtidas pela sequenciacdo do gene 16S rDNA, de acordo com a
metodologia mencionada no ponto 3.8.2.4, foram comparadas com as sequéncias

existentes na base de dados do Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Os resultados da identificacdo por sequenciacdo do gene 16S rDNA encontram-se
referidos na tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Identificacdo das espécies sequenciadas por 16S rDNA, referéncia UTAD e referéncia MDC

Referéncia UTAD Referéncia MDC Identificacdo do isolado
AS006 C, MDC1276 Shewanella putrefaciens
AS008 A; MDC1277 Pseudomonas fluorescens
AS027 A, MDC1280 Klebsiella pneumoniae
AS027 Aza MDC1281 Acinetobacter sp.

A identificacdo dos isolados por sequenciacdo do gene 16S rDNA, permitiu a
identificacdo dos isolados AS006 C, (MDC1276) Shewanella putrefaciens, isolado de
uma amostras de veado, e dos isolados AS027A, (MDC1280) Klebsiella pneumoniae e
AS027Aza (MDC1281) Acinetobacter sp., isolados de uma amostra de uma ema,
identificacdo que ndo tinha sido conseguida pelos métodos de identificagdo bioquimica
da microbiologia convencional, referidos anteriormente. Relativamente ao isolado
AS008A; (MDC1277) Pseudomonas fluorescens, isolado de uma raposa, a identificacéo
por sequenciacdo coincidiu com a identificacdo obtida pelo sistema de biotipificacdo
numerico API20NE.

A sequenciacdo do isolado AS027 Asa (MDC1281) e o estudo da relacdo filogenética
(Figura 4.2) com as estirpes que apresentam maior grau de homologia com o referido
isolado, permitiu verificar que se trata de uma espécie do género Acinetobacter nao

descrita.

Relativamente aos isolados com caracteristicas morfo-fisiologicas do género
Aeromonas amplificou-se e determinou-se a sequéncia do gene gyrB em 16 isolados. O
estudo da sequéncia do gene 16S rDNA é um dos métodos de identificacdo mais
discriminativos e precisos para determinar o nivel de relagéo filogenética entre bactérias
(Martinez-Murcia et al., 1992, Martinez-Murcia, 1999). No entanto, quando se pretende

estudar relagdes proximas, como é o caso de espécies pertencentes a0 mesmo genero, a
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sequenciacdo deste gene apresenta algumas limitagdes. Estas advém do facto do gene
16S rDNA se ter mantido constante durante a sua evolucdo, sendo uma molécula
extremamente conservada. Verifica-se frequentemente que espécies distintas
apresentam poucas diferencas nucleotidicas no gene 16S rDNA (Fox et al., 1992,
Stackbrandt e Goebel, 1994). Por esta razdo, foi necesséaria a sequenciacdo do gene
gyrB. A sequenciacdo do gene gyrB permite estudar as relaces filogenéticas e
identificar os isolados bacterianos dentro de um marco filogenético, tendo-se mostrado

atil como forma de identificacdo dos microrganismos do género Aeromonas

(Yéfiez et al., 2003).
s3] Acinetobacter sp-RBE2CD31
4100[MDC1281
56

Acinetobacter sp-BC187
calcoaceticus-ATCC23055T-DNA
schindleri-LUH5832T
6 baumannii-DSM30007T
8 haemolyticus-DSM6962T
tandoii-T4N13
2 johnsonii-DSM6963T
_|:tjernbergiae—T7N16
® parvus-TLUH4616
bouvetii-T4B02
_i junii-DSM6964T
63 grimontii-T17A04
ursingii-TLUH3792
radioresistens-DSM6976T
Iwoffii-DSM2403T
baylyi-TB2
towneri-TAB1110
gerneri-T9A01

21

MDCA47-Aeromanas-aquariorum

Figura 4.2 - Arvore filogenética obtida com a sequéncia do gene 16S rDNA da estirpe AS027 Asa
(MDC1281) isolada neste estudo, na figura a verde, e as estirpes do género Acinetobacter e com isolados
com maior grau de homologia com a estirpe.

As sequéncias obtidas da sequenciacéo do gene gyrB, foram comparadas com a base de
dados do laboratério MDC, Molecular Diagnostic Center, para poder apurar quais as
especies representadas. A arvore filogenética obtida desta analise encontra-se na
figura 4.3
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Na figura 4.3, observa-se que as sequéncias obtidas pertencem a quatro espécies do
género Aeromonas: Aeromonas salmonicida (n=9); Aeromonas eucrenophila (n=4);

Aeromonas bestiarum (n=2) e Aeromonas veronii (n=1).

A identificacdo das estirpes em estudo através da sequenciacdo do gene gyrB néo
coincidiu com a identificacdo obtida pelos métodos de identificagdo bioquimica, sistema
numerico APl 20NE, o que consolida a importancia da realizacdo da identificagdo das

estirpes por métodos de sequenciacao.

Para as espécies do género Aeromonas, a sequenciacdo parcial do gene que codifica
para a subunidade B da DNA girase, topoisomerases do tipo Il que controla o grau de
superenrolamento da molécula de DNA (Champoux, 2001), permitiu identificar as
estirpes isoladas a nivel da espécie. Além disso, ainda que normalmente estas
sequéncias representem diversidade entre as estirpes de uma espécie (nivel intra-

espécie), existem estirpes com idénticas sequéncias de gyrB.

Na tabela 4.5 podem-se observar as estirpes bacterianas que apresentam idénticas
sequéncias de gyrB. Verifica-se, pela analise da tabela, que existem dez sequéncias
diferentes de gyrB. Destas dez sequéncias, sete correspondem a espécie Aeromonas
salmonicida, uma a espécie Aeromonas bestiarum, uma a espécie Aeromonas veronii e

uma a espécie Aeromonas eucrenophila.

Tabela 4.5 - Estirpes bacterianas com idénticas sequéncias de gyrB

Referéncia MDC Idéntica gyrB Espécie
MDC180 MDC193 Aeromonas salmonicida
mbCcigz 0 e Aeromonas salmonicida
mMmbci%o 0 e Aeromonas salmonicida
MDC2447 e Aeromonas salmonicida
MDC2485 MDC2486 Aeromonas bestiarum
MDC2487 MDC2488, MDC2489, MDC2490 Aeromonas eucrenophila
MDC2491 e Aeromonas veronii
MDC2492 e Aeromonas salmonicida
MDC2493 MDC2494 Aeromonas salmonicida
MDC2495 e Aeromonas salmonicida
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Figura 4.3 - Arvore filogenética obtida com a sequéncia do gene gyrB das estirpes isoladas neste estudo,
na figura a verde e as estirpes da coleccdo do MDC representativas de todas as espécies do género

Aeromonas.
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4.4 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A AGENTES ANTIMICROBIANOS
4.4.1 Método de difusdo em disco

Sendo um dos objectivos do trabalho avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados
aos antibioticos R-lactamicos, foram realizados testes de susceptibilidade a quinze
agentes antimicrobianos do grupo dos R-lactamicos, pelo método de difusdo em disco.

Foram seleccionadas 4 estirpes para serem estudadas devido ao facto de apresentarem

resisténcia ao imipenemo e 16 por pertencerem ao genero Aeromonas.

Na tabela 4.6 estdo representados os perfis de susceptibilidade dos isolados que
apresentaram resisténcia ao imipenemo. Pela andlise da tabela verifica-se que a
actividade antimicrobiana mais eficaz foi apresentada pelos agentes antimicrobianos
piperacilina, piperacilina/tazobactam, ceftazidima e cefepima, antibi6ticos que inibem o
crescimento de todas as estirpes. Por outro lado, na determinagdo da susceptibilidade
dos isolados, a actividade antimicrobiana menos eficaz foi apresentada pela amoxicilina,
amoxicilina/ &cido clavulanico e pela cefalotina, cefalosporina de primeira geracgéo.

Nos isolados AS027A, (MDC1280) e AS027Aza (MDC1281), isolados a partir de uma
amostra de coruja, a associa¢do da ticarcilina com o inibidor de R-lactamases, &cido
clavulanico, provocou a diminuicdo dos halos de inibigdo de 19 mm para 12 mm e de

17 mm para 10 mm, respectivamente, ao contrario do que era esperado.

O isolado AS006C, (MDC1276), obtido de uma amostra de veado, foi o Unico a
apresentar susceptibilidade a actividade dos agentes antimicrobianos ticarcilina,
ticarcilina/ acido clavulanico, aztreonamo e a cefoxitina. Por outro lado a estirpe
bacteriana isolada de uma amostra de raposa, ASO008A; (MDC1277), foi a Unica a

apresentar resisténcia a cefalosporina de terceira geracéo cefotaxima.

Para alem dos R-lactamicos foi determinado o perfil de susceptibilidade a outros agentes
antimicrobianos das classes: quinolonas, aminoglicosideos, cloranfenicol, tetraciclina,

fosfomicina e co-trimoxazol.

Relativamente aos aminoglicosideos testados (amicacina, tobramicina, canamicina,

gentamicina e estreptomicina) a estreptomicina foi o agente antimicrobiano que
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apresentou melhor actividade antimicrobiana. Os isolados foram resistentes a actividade
do agente antimicrobiano fosfomicina. De referir que apenas o isolado AS006C,
(MDC1276) foi sensivel a actividade dos antimicrobianos cloranfenicol, co-trimoxazol

e tetraciclina.

Tabela 4.6 - Perfis de susceptibilidade dos isolados resistentes ao imipenemo
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Legenda: R - resistente; | - intermédio; S - sensivel.

Na figura 4.4 estdo representados os perfis de susceptibilidade, dos isolados
pertencentes ao género Aeromonas, aos antibioticos 3-lactdmicos. Pela analise da figura
verifica-se que a associacdo de inibidores de 3-lactamases possibilitou a recuperacédo da
actividade das penicilinas amoxicilina, ticarcilina e piperacilina, como ficou
demonstrado pelo aumento dos halos de inibicdo obtidos com a associagdo
amoxicilina/acido clavulanico, ticarcilina/acido clavulanico e piperacilina/ tazobactam,
sendo que a melhor sinergia consistiu na associacdo da amoxicilina com o acido

clavulanico, ao permitir a diminuigdo da taxa de resisténcia de 93% para 27%.

Dentro do grupo das cefalosporinas verifica-se que a actividade antimicrobiana mais
eficaz foi apresentada pela ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, cefoperazona
(cefalosporinas de terceira geracdo) e cefepima (cefalosporinas de quarta geracao),
inibindo o crescimento de todas as estirpes. Por outro lado a cefalotina, cefalosporina de
primeira geracdo, foi o agente antimicrobiano ao qual as estirpes apresentaram maior

resisténcia.
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Figura 4.4 - Perfil de susceptibilidade dos isolados pertencentes ao género Aeromonas.

Legenda: AML - Amoxicilina, AMC - amoxicilina/acido clavulanico, TIC - ticarcilina, TIM -
ticarcilina/acido clavulanico, PRL - piperacilina, TZP - piperacilina/tazobactam, ATM - aztreonamo,
IPM - imipenemo, KF - cefalotina, FOX - cefoxitina, CAZ - ceftazidima, CTX - cefotaxima, CRO -
ceftriaxona, CFP - cefoperazona e FEP - cefepima

No que diz respeito ao imipenemo (carbapenemo) e ao aztreonamo (monobactamico)

estes agentes antimicrobianos apresentaram uma taxa de sensibilidade de 100%.

Para as restantes classes de antibidticos testadas verifica-se que 0s agentes
antimicrobianos mais eficazes foram a fosfomicina, ciprofloxacina, cloranfenicol e
co-trimoxazol.

Por outro lado, na determinacéo da susceptibilidade dos isolados do género Aeromonas,
a actividade antimicrobiana menos eficaz foi apresentada pela eritromicina (macrolido),
em que 93% dos isolados bacterianos demonstraram resisténcia, seguida da

estreptomicina (aminoglicosideo) e da tetraciclina (30%).

De salientar que tanto os isolados resistentes ao imipenemo como os isolados do género

Aeromonas apresentavam fenotipo multirresistente.

4.4.2 Método de difusdo em agar com tiras (E-test)

Nos isolados bacterianos AS008 A; (MDC1277), isolado de uma raposa, AS027 A,
(MDC1280) e AS027 Asza (MDC1281), isolados de uma ema, foi pesquisada a presenca
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de R-lactamases de espectro alargado (ESBLs), pelo método de difusdo em agar
Mueller-Hinton com tiras E-test, (PM/PML) (Figura 4.5). Foram seleccionados estes
trés isolados bacterianos, por apresentarem resisténcia aos agentes antimicrobianos
aztreonamo, cefalotina, cefotaxima e cefoxitina, resisténcias que frequentemente sdo
devidas a producéo de 3-lactamases de espectro alargado (Bradford, 2001; Grupa, 2007;
Li et al., 2007).

Para além da resisténcia aos R-lactimicos as estirpes apresentam resisténcia aos
antimicrobianos cloranfenicol, co-trimoxazol e tetraciclina. Muitas das bactérias
produtoras de R3-lactamases de espectro alargado s&o estirpes multirresistentes devido ao
facto da maioria destas enzimas serem codificadas por genes localizados em
plasmideos, que frequentemente transportam genes de resisténcia a outros agentes
antimicrobianos, como o cloranfenicol, co-trimoxazol, tetraciclina e ciprofloxacina
(Poirel et al., 2000; Grupa, 2007).

= B e _‘
2 vonereskely GEd” sesicoeronss 2 |

F PR
Figura 4.5-Pesquisa de ESBLs pelo método de difusdo em agar com tiras, estirpe AS027Asa (MDC1281)
[Fonte: Este trabalho].

Os isolados AS027A; (MDC1280) e AS027Asa (MDC1281), foram considerados
produtores de ESBLs, uma vez que ocorreu diminuicdo da concentragdo minima
inibitoria com a associagdo cefepima/ &cido clavulanico, a razdo dos dois breakpoints
foi superior a 8 mm. De acordo com as normas do CLSI, breakpoints superiores a 8 mm
evidenciam a presenca de ESBLSs.

4.4.3 TESTE DE SINERGISMO DO DUPLO DISCO

A pesquisa de R-lactamases de espectro alargado foi realizada também pelo método do
sinergismo do duplo disco com a ceftazidima, cefotaxima, aztreonamo e amoxicilina/

acido clavulanico.
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Com este método verificou-se que havia um pequeno sinergismo da amoxicilina/acido
clavulanico com o aztreonamo, mas apenas na estirpe AS027A, (MDC 1280) (Figura
4.6).

Figura 4.6 — Pesquisa de ESBLs pelo método de sinergismo do duplo disco na estirpe AS027A,
(MDC1280) [Fonte: Este trabalho].

4.5 CARACTERIZACAO DE B-LACTAMASES
4.5.1 Teste do nitrocefim

Apbs a obtencdo dos extractos enzimaticos das estirpes resistentes ao imipenemo e dos
isolados do género Aeromonas verificou-se que com a excepcéao dos isolados AS006 C,
(MDC1276) (posicdo 1), AS006 Csc; (MDC181) (posicdo 3) e AS036 A.a;B
(MDC2485) (posicdo 7), todos os extractos enzimaticos mostraram actividade

R-lactamésica, apos a adicdo da cefalosporina cromogénica, nitrocefim.

Figura 4.7 - Resultados do teste do nitrocefim das estirpes AS006 C, (MDC 1276), AS006Csb; (MDC 180), AS006
Csc; (MDC 182), AS008 A, (MDC 1277) AS027 A, (MDC 1280), AS027 Aza (MDC 1281), AS036 A,a;B (MDC
2485), AS036 B,a, (MDC 2486), AS044 Aa, (A) (MDC 2487) e AS115 A,GSP; (MDC 2492).

[Fonte: Este trabalho].

A resisténcia aos carbapenemos nos isolados que ndo apresentaram actividade
R-lactaméasica, com a adicdo do nitrocefim, poderd ser devida a presenca de
metalo-R-lactamases, uma vez que esta cefalosporina s6 detecta as carbapenemases de
centro serina (Matthew et al., 1975; Queenan e Bush, 2007).
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4.5.2 Determinacao do ponto isoeléctrico das R-lactamases

Atraveés da focagem isoeléctrica num gel de poliacrilamida com anfoliticos de gradiente
de pH de 3 a 9, verificou-se que apenas o isolado AS117 GSP, A (MDC 2493), isolado
obtido de uma amostra de veado, apresentou uma banda na zona alcalina do gel,

préximo do ponto de pH8.2.

4.5.3 Deteccdo de carbapenemases por um ensaio microbioldgico

Procedeu-se a pesquisa, por um ensaio microbioldgico, de metalo-R-lactamases com
actividade hidrolitica sobre os carbapenemos, nos isolados bacterianos do genero
Aeromonas e nos isolados que apresentavam fendtipo de resisténcia ao imipenemo. A
formacdo de um halo de inibicdo de crescimento da cultura bacteriana de E. coli
ATCC25922 (Figura 4.8), junto aos discos correspondentes aos extractos dos isolados
bacterianos, evidenciou a auséncia da producdo de metalo-R-lactamases por parte dos

isolados do género Aeromonas e dos isolados resistentes ao imipenemo.

Figura 4.8 — Ensaio microbiologico para a pesquisa de carbapenemases

Legenda: 1-disco comercial de imipenemo (10ul) (controlo negativo), 2-extracto da estirpe AS006C,
(MDC1276), 3-extracto da estirpe ASO008A, (MDC1277), 4-extracto da estirpe AS070GSP;
(MDC24910); 5- extracto da estirpe Serratia fonticola UTAD054 (controlo positivo).

[Fonte: Este trabalho].
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4.5.4 Deteccao genotipica de carbapenemases

Os carbapenemos apresentam um amplo espectro de actividade, constituindo uma
importante opgéo terapéutica em infecgdes provocadas por bacilos Gram negativos
multirresistentes (Kim et al., 2007; Qi et al., 2008).

A producdo de carbapenemases € um dos mecanismos de resisténcia que possibilita a
hidrolise de todas as classes de 3-lactdmicos, incluindo os carbapenemos (Livermore e
Woodford, 2006; Sevillano et al., 2008).

Nos Ultimos anos verificou-se um aumento do nimero de publicacbes sobre a detecgdo
de carbapenemases em bacilos Gram negativos, sobretudo em ambiente clinicos,
nomeadamente em isolados de Acinetobacter sp. e Pseudomonas aeruginosa (Jacoby e
Munoz-Price, 2005; Tolman et al., 2007). Este aumento tem-se observado também em
isolados bacterianos de origem animal (Li et al., 2007).

Neste trabalho foram pesquisados os genes de resisténcia blacpha, blajvp-type,

blayim-type: € blaoxa-type (Dlaoxaaer, blaoxan, blaoxac) que codificam para as
carbapenemases CphA, IMP-type, VIM-type, com ides metalicos no centro activo, e
OXA-type, carbapenemases de centro serina, respectivamente, em estirpes bacterianas
isoladas de animais selvagens de distintos nichos ecoldgicos, que apresentam fendtipo
de resisténcia aos carbapenemos e em 16 isolados do género Aeromonas. Apesar de
algumas estirpes do género Aeromonas apresentarem susceptibilidade in vitro aos
carbapenemos, estas estirpes podem possuir genes de resisténcia que codificam para
carbapenemases (Walsh et al., 2002; Libisch et al., 2008).

Para além dos genes que codificam as carbapenemases CphA, IMP-type, VIM-type e
OXA-type, foram também pesquisados os genes blatem-type, PlasHv-type, DlacTx-M-type;

blapox € blarox, genes que codificam as R-lactamases de espectro alargado TEM,

SHV, CTX-M, de classe A e as [3-lactamases de espectro alargado de classe C MOX e
FOX, respectivamente, uma vez que as carbapenemases sdo habitualmente produzidas
em associacdo com outras R-lactamases (Sousa, 2006). Na tabela 4.7 encontram-se 0s

resultados obtidos na pesquisa das [-lactamases.

Recorrendo a técnica de PCR com primers especificos, verificou-se que dos 20 isolados
pesquisados de 16 (80%) foi possivel amplificar pelo menos um dos genes de
resisténcia pesquisados. Destes 16 isolados, de 2 dos isolados foi amplificado um gene
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de resisténcia, de 12 foram amplificados 2 genes de resisténcia, de 1 foram amplificados
trés genes de resisténcia e de 1 foram amplificados 5 dos 11 genes de resisténcia

pesquisados.
Os genes de resisténcia detectados com maior frequéncia foram: o gene blapxa-aer

presente nos isolados de Aeromonas eucrenophila (n=4), Aeromonas salmonicida (n=4),

Aeromonas bestiarum (n=2), Aeromonas veronii (n=1), Pseudomonas aeruginosa (n=1)
e Klebsiella pneumoniae (n=1), o gene blarox (N=9) presente nos isolados de
Aeromonas salmonicida (n=4), Aeromonas eucrenophila (n=4) e Aeromonas veronii
(n=1), e o gene blacpha (n=7) amplificado nos isolados de Aeromonas salmonicida
(n=4), Aeromonas bestiarum (n=2) e Aeromonas veronii (n=1).

O gene blayox foi detectado em duas estirpes do género Aeromonas, Aeromonas
salmonicida (n=1) e Aeromonas veronii (n=1).

O gene blacTx-m-type: que codifica a enzima CTX-M, R-lactamase de espectro alargado

de classe A, foi detectado na estirpe Aeromonas veronii, estirpe da qual foram
amplificados cinco genes de resisténcia aos R-lactdmicos pesquisados, contudo in vitro

foi sensivel a actividade do imipenemo e as cefalosporinas de terceira e quarta geracao.

A presenca de mais do que uma R-lactamases na mesma estirpe aumenta o nivel de
resisténcia das estirpes aos antibidticos R-lactamicos, e isso pode potencialmente
resultar num maior risco para o fracasso da terapéutica com estes agentes
antimicrobianos (Brinas et al., 2003; Teale et al., 2005; Li et al., 2007).

N&o se observou nenhum produto de amplificacdo utilizando os primers especificos

para os genes de resisténcia blaymp-type, blavim-type, € blaoxa-b, blaoxa-c.

A resisténcia ao imipenemo nas estirpes Acinetobacter sp. e Shewanella putrefaciens,
estirpes bacterianas ndo possuidoras dos genes de resisténcia pesquisados, pode ser
explicada devido a existéncia de outros mecanismos de resisténcia, nomeadamente a
deficiente expressdo ou auséncia de porinas com afinidade para os carbapenemos,
producdo de outras R-lactamases, como por exemplo SLB-1 ou SFB-1, carbapenemases
de classe B descritas em espécies do género Shewanella, mecanismo de efluxo e/ou
mutacdes nas PBPs (Poirel et al., 2005; Poirel e Nordmann, 2006; Bratu et al., 2008).
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Tabela 4.7 - Genes de resisténcia aos [3-lactamases amplificados nas estirpes resistentes aos carbapenemos e nas estirpes do género Aeromonas

Ref2 UTAD Ref2MDC Espécie blacpha  blaoxaser  Dlagas Dlagec blamox  blatem  blagox  blawe  blasyy  blacrxem  blayim
AS006 C, MDC 1276  S. puterfaciens - - - - - - - - - - -
AS006 C3b, MDC 180 A. salmonicida - - - - - - - - - - -
AS006 Cscy MDC 182 A. salmonicida - - - - - - - - - - -
AS006 Csc;, MDC 190 A. salmonicida + - - - - - - - - - -
AS006 C;d, MDC 193 A. salmonicida + - - - - - + - - - -
AS008 A; MDC 1277  P. fluorescens - + - - - - - - - - -
AS017 Aza MDC 2447  A. salmonicida + - - - + - - - - - -
AS027 A, MDC 1280 K. pneumoniae - + - - - + - - + - -
AS027 Aza MDC 1281  Acinetobacter sp. - - - - - - - - - - -
AS036 Aa;b - MDC 2485 A bestiarum + + - - - - - - - - -
AS036 B;a, MDC 2486  A. bestiarum + + - - - - - - - - -
AS044 Asa;(A) MDC 2487  A. eucrenophila - + - - - - + - - - -
AS044 A,a;(B) MDC 2488  A. eucrenophila - + - - - - + - - - -
AS044 Aya;(c) MDC 2489  A. eucrenophila - + - - - - + - - - -
AS044 B,b;A  MDC 2490  A. eucrenophila - + - - - - + - - - -
AS070 GSP, MDC 2491  A. veronii + + - - + - + - - + -
AS115A,GSP;  MDC 2492  A. salmonicida + + - - - - - - - - -
AS117GSP,A  MDC 2493  A. salmonicida - + - - - - + - - - -
AS117GSP,C; MDC 2494  A. salmonicida - + - - - - + - - - -
AS119GSP;C; MDC 2495  A. salmonicida - + - - - - + - - - -
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Confrontando a pesquisa fenotipica de metalo-R-lactamases com a pesquisa genotipica
verificou-se a presenga de falsos negativos na pesquisa por métodos fenotipicos, ou
seja, na pesquisa com o0 ensaio microbiologico obtiveram-se resultados negativos na

deteccdo de metalo-R-lactamases, mas por PCR observou-se a amplificacdo do gene de
resisténcia blacyna em sete dos isolados bacterianos do género Aeromonas, gene que

codifica a metalo-B-lactamase CphA, carbapenemase de centro metalico de classe Bb.

Relativamente a pesquisa fenotipica realizada para a deteccdo de R-lactamases de
espectro alargado, pelo método de difusdo com tiras E-test e pelo método de sinergismo
do duplo disco, obtiveram-se resultados positivos na estirpe AS027 A, (MDC1280),
estirpe bacteriana isolada de uma amostra de ema, identificada como
Klebsiella pneumoniae, resultados confirmados por PCR, tendo sido amplificados o0s
genes blatem-type € blasHv-type, genes de resisténcia que codificam as ESBLs TEM e
SHV, respectivamente, enzimas que conferem resisténcias as penicilinas e as
cefalosporinas de terceira geragéo.

No isolado AS027 Aza (MDC1281) obtiveram-se resultados positivos com o0 método de
difusdo em disco com tiras E-test, mas com o teste fenotipico de sinergismo do duplo
disco obtiveram-se resultados negativos. Através da técnica de PCR, com os primers
utilizados para as ESBLs, ndo foram detectados genes de resisténcia no referido isolado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em conta a crescente importancia do aparecimento de estirpes bacterianas
multirresistentes, isoladas de diferentes nichos ecoldgicos, torna-se necessario
monitorizar o seu padrdo de distribuicdo, de modo a poder perspectivar a possibilidade
de bactérias isoladas de animais selvagens serem fonte de reservatorios de genes de

resisténcia.

Para que a referida monitorizacdo dos padrbes de distribuicdo de genes de resisténcia
aos antimicrobianos seja eficaz torna-se pertinente a utilizacdo de métodos de
identificacdo adequados a origem dos isolados, expeditos e fidveis que se baseiem nao
apenas em caracteristicas fenotipicas mas também em caracteristicas genotipicas. Os
métodos genéticos de identificacdo como a sequenciacdo do gene que codifica para a
subunidade 16S do RNA ribossomal e/ou outros genes housekeeping sdo os métodos

mais exactos na identificacdo das estirpes bacterianas.

Pela sequenciacdo do gene 16S rDNA, do isolado AS027 Asza (MDC1281), isolado
bacteriano obtido a partir de uma amostra de uma ema, e com o estudo da relacdo
filogenética com as estirpes que apresentam maior grau de homologia com o referido
isolado, verificou-se, que se trata de uma espécie do género Acinetobacter ndo descrita.

A identificacdo por sequenciacdo do gene gyrB € uma ferramenta Gtil para estudos de
diversidade filogenética, revelando-se uma técnica util para a identificacdo das espécies
pertencentes ao género Aeromonas, tendo sido identificadas quatro espécies do género

Aeromonas, A. salmonicida, A. eucrenophila, A. veronii e A bestiarum.

Da analise dos perfis de susceptibilidade dos 27 antibioticos testados neste trabalho,
foram obtidos isolados bacterianos com resisténcia ao imipenemo, antibidtico
R-lactamico de uso hospitalar, pelo que o problema da resisténcia antimicrobiana deve

ser abordado numa perspectiva global, dado que os varios ecossistemas estdo
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interligados, nomeadamente hospitais, comunidade em geral e exploragdes de animais

existindo uma ampla oportunidade de os microrganismo resistentes serem transferidos.

Detectou-se multirresisténcia aos antibioticos testados, em todos os isolados, facto pelo
qual se recomenda o uso racional de antimicrobianos, tornando-se necessario evitar o

seu uso desnecessario.

Confrontando os resultados dos testes de pesquisa fenotipica de [-lactamases com o0s
testes de pesquisa genotipica, verifica-se que nem sempre os resultados dos testes
fenotipicos coincidem com os resultados da pesquisa genotipica.

Relativamente aos isolados resistentes aos carbapenemos foram amplificadas as
carbapenemases de classe D (oxacilinases) em dois dos isolados, um destes isolados
amplificou ainda as enzimas TEM e SHV, R-lactamases de espectro alargado de

classe A.

Oitenta por cento das estirpes amplificaram pelo menos um dos genes de resisténcia
pesquisados. Em algumas estirpes foram detectados mais do que um gene de resisténcia,
havendo uma estirpe do género Aeromonas da qual foram amplificados cinco genes de

resisténcia aos R-lactamicos.

Na amostra de veados AS006 foram obtidos quatro isolados, trés do género Aeromonas

e um do género Shewanella. Dois destes isolados do género Aeromonas amplificaram o
gene de resisténcia blacpha, gene que codifica para a metalo-R-lactamase de classe A
CphA.

Os genes mais amplificados foram os genes blacpna, blaoxa-aer € blarox. Néo foram

detectados os genes blajwp-type, blavim-type, blaoxa-s-type € blaoxa-c-type;

Nos isolados AS006C2 (MDC 1276), AS006 Csb; (MDC 180) AS006 Csc; (MDC
182), AS027Aza (MDC 1281) nao foram amplificados nenhuns dos genes de resisténcia

pesquisados.
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MEI0 1 — BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid CM0225)

Composicéo (g/L)
Substrato alimenticio 27,5
D (+) glucose 2,0
NaCl 5,0
Hidrogenofosfato dissddico 2,5

Nota: Formula teérica em g/l de agua destilada estéril.

MEIO 2 — Agar G.S.P. (Glutamato Amido Vermelho de Fenol) (Merck 1.10230)

Composicéo (o/L)
L (+) glutamato de s6dio 10,0
Amido solavel 20,0
Fosfato acido de potassio 2,0
Sulfato de magnésio 0,5
Vermelho de fenol 0,36
Agar 12,0
Nota: Férmula tedrica em g/l de 4gua destilada estéril.

MEI0 3 - AUX Medium

Composicao (g/L)
Sulfato de aménio 2,0
Base mineral 82,8
Aminoacidos 0,25
Vitaminas e substancias nutritivas 0,359
Agar 15

Nota: Formula tedrica em g/l de agua destilada estéril. Adicionar 1000 ml de tampé&o fosfato a 0,04 M a

pH 7,1. Acertar o pH final a 7,0 + 0,2.

MEIO 4 — Agar Mueller-Hinton (Oxoid CM0337)

Composicao (g/L)
Extracto de carne 2,0
Bio-case 17,5
Amido 15
Agar 17,0

Nota: Férmula tedrica em g/l de 4gua destilada estéril.
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