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RESUMO

A producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) entre os
isolados clinicos de bactérias Gram-negativas € um importante mecanismo de
resisténcia aos antibioticos B-lactamicos. E a maior causa de falha terapéutica
utilizando as cefalosporinas, ocasionando assim limitacées na escolha terapéutica e
sdo mediadas por plasmideos e tém a capacidade de hidrolisar oximino-
cefalosporinas e aztreonam. Este trabalho teve como obijetivo identificar os principais
genes responsaveis pela producdo das ESBLs em bactérias Gram-negativas da
familia Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae. Foram estudadas 12 bactérias
Gram-negativas que apresentaram fenoétipo positivo para ESBL isoladas de
pacientes portadores de doencas hematologicas atendidos na Fundacdo HEMOAM
no periodo de julho de 2007 a agosto de 2008. A deteccéo e identificacdo dos genes
blatem, blashy, blactxm € blapxa foram realizadas por PCR e sequenciamento
nucleotidico. A E. coli foi a bactéria mais frequiente entre os isolados. Todos os
isolados ESBL positivos foram suscetiveis ao imipenem e apresentaram resisténcia
ao cloranfenicol e a tetraciclina. As bactérias carreavam genes para TEM, SHV,
CTX-M e OXA tanto em cromossomos como em plasmideos. A presenca de
multigenes (blarem, blaspy, blactx.m € blagxa) € a resisténcia a antibioticos néao-f-
lactamicos detectados nas enterobactérias e n&o-enterobactérias isoladas de
amostras clinicas nesta pesquisa se torna relevante pois, oferece informacfes em
nivel de salude publica da presenca deste tipo de resisténcia aos antibiéticos em
nossa regiao.

Palavras-chave: ESBLSs, genes, resisténcia
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ABSTRACT

The production of extended-spectrum beta-lactamases (ESBLsS) among
clinical isolates of Gram-negative bacteria is an important mechanism of resistance to
B-lactam antibiotics. It is the major cause of treatment failure using cephalosporins,
thereby causing limitations in therapeutic choice and are enzymes mediated by
plasmids that have the hability to hidrolisy oximino-cephalosporins and aztreonam.
This study aimed to identify key genes responsible for production of ESBLs in Gram-
negative Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae family. There were 12 Gram-
negative bacteria that were positive for ESBL isolated from patients with hematologic
malignancies treated at HEMOAM Foundation from July 2007 to August 2008. The
detection and identification of genes blatgm, blaspyy, blactxm and blaoxa were
performed by PCR and nucleotide sequencing. E. coli bacteria were more frequent
among ESBL isolates. All isolates were susceptible to imipenem and were resistant
to chloramphenicol and tetracycline. The bacteria carried genes for TEM, SHV, CTX-
M and OXA on both chromosomes and in plasmids. The presence of multigene
(blatem, blasny, blactx.v and blapxa) and the non-antibiotic resistance detected in the
B-lactam and non-enterobacteria Enterobacteriaceae isolated from clinical specimens
in this research is relevant because it provides information about the presence of this
threat antibiotic resistance in our region.

Keywords: ESBLS, genes, resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bactérias Gram-negativas

As bactérias de interesse meédico apresentam diversas formas como cocos,
bacilos, espirilos e vibribes e a maioria pode ser classificada de acordo com suas
caracteristicas tintoriais pela coloracdo de Gram. Por esta técnica, as bactérias
podem ser divididas em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas e
ambas sdo capazes de reter na parede celular, o cristal violeta, que € o primeiro
corante utilizado na técnica (Ministério da Saude, 2001; Freitas & Picoli, 2007).

As bactérias Gram-positivas, devido a rica quantidade de peptideoglicanos,
nao se descoram quando tratadas com o agente descolorante alcodlico, isto €, retém
o corante inicial e ao final do processo apresentam coloracdo azul-violeta (roxo)
guando observadas ao microscopio. As bactérias Gram-negativas, ndo conseguem
reter o CV-l (complexo cristal-violeta iodo), ap6s o uso do agente descolorante
devido a fina camada de peptideoglicano na membrana externa. Assim o CV-l é
substituido pelo contracorante safranina (vermelho) que cora as estruturas incolores
nestas bactérias (Ministério da Saude, 2001; Freitas & Picoli, 2007; Pereira &
Palomo, 2010).

A parede celular bacteriana (Figura 1) possui afinidade com os corantes da
coloracdo de Gram e também proporciona a protecdo, a manutencdo da forma
bacteriana e a rigidez estrutural. O conhecimento de sua estrutura e composi¢cao
auxilia na compreensdo dos mecanismos de patogenicidade, de acdo dos
antimicrobianos, entre outros. Nas bactérias Gram-negativas, a parede é mais
complexa e delgada, possuindo um espaco periplasmatico que contém enzimas

degradativas, como B-lactamases; proteinas de ligacdo, aminoacidos e ions, além de
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estar ligada & membrana externa (Winn et al., 2008; Harvey, 2008; Pereira &
Palomo, 2010).

A membrana citoplasmatica das bactérias Gram-negativas possui uma dupla
camada lipidica (Pereira & Palomo, 2010), sendo a interna composta de fosfolipidios
e a externa de proteinas (porinas, proteinas de membrana externa e lipoproteinas) e
lipopolissacarideos (LPS). A membrana externa constitui também, uma barreira
adicional ao acesso de antibioticos, lisozimas, detergentes, sais biliares e alguns
corantes. Outras estruturas encontradas ligadas a membrana externa sdo 0sS
flagelos e fimbrias (pili). Estas dltimas sdo diferentes dos flagelos podendo ser
encontradas tanto em espécies moéveis como imoveis (Winn et al., 2008; Harvey,
2008). As bactérias Gram-positivas, assim como de Gram-negativas, quando
patogénicas, podem apresentar na parede celular, componentes toxicos que Sao
potenciais fatores associados a viruléncia destes microorganismos (Wilson et. al.,

2002).

Lipopolissacarideo

membrana
externsa

espago
periplésmico

membrana
b plasmética

proteoghicanos

espaco
penplasmice

membrana __,,
plasmatica

fosfolipideocs

Gram positivo

Figura 1 — llustracdo esquematica da estrutura da
parede celular de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (Fonte: http://flavioehedranbioifes.
wordpress.com).
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A familia que é considerada a maior, mais heterogénea e a mais importante
na area médica entre as bactérias Gram-negativas, € a Enterobacteriaceae. As
espécies pertencentes a esta familia sdo comumente isoladas de amostras
bioldgicas ou clinicas, mas também sédo encontradas no trato intestinal de humanos
e animais, agua, solo e vegetais. Suas caracteristicas principais sao: a fermentacao
de glicose, a producéo de citocromo-oxidase e catalase, a ndo producao de esporos,
a capacidade de reduzir de nitrato a nitrito, havendo variagdo em sua motilidade e
sdo anaerbbicas facultativas (O’Hara, 2005).

Os géneros isolados com mais freqiéncia de amostras bioldgicas desta
familia s@o Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.,
Proteus spp., Shigella spp., Salmonella spp (O’Hara, 2005; Winn et al., 2008), sendo
que a E. coli é um dos muitos patégenos associados a infecgcbes nosocomais
(infeccbes no trato urinario, sangue, pneumonias, sepse, meningites, etc.),
especialmente em pacientes imunocomprometidos (Lim et al., 2009; Superti et al.,
2009).

Outra familia de importancia médica € a Pseudomonadaceae, que se
caracteriza por apresentar organismos aerébicos, ndo fermentadores de glicose, nédo
esporulados, néo utilizam carboidratos como fonte de energia ou os degrada através
de outras vias metabdlicas que ndo € a fermentacdo. Estas espécies apresentam
reacao positiva para citocromo-oxidase e ndo apresentam crescimento em agar
MacConkey. Os principais géneros isolados de amostras clinicas sdo Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp. e Burkholderia spp. (Oliveira, 2008). A espécie P.
aeruginosa € considerada uma das principais preocupacfes nas infeccbes

hospitalares, incluindo pneumonia, infec¢des no trato urinario e bacteremia (Jiang et

al., 2006).
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1.2. Patogenicidade bacteriana

As bactérias capazes de causar doencas sdo denominadas patdgenos e esta
capacidade de causar dano ao hospedeiro durante ou apés a sua interacdo com o
mesmo €& denominada patogenicidade. Quando estas bactérias patogénicas
ocasionam doencas em individuos saudaveis sao classificadas como primarias; e
guando causam doencas em individuos que apresentem algum tipo de deficiéncia
em suas defesas, seja ela adquirida ou natural, séo classificadas como oportunistas.
O carater de patogenicidade bacteriana esta associado a fatores de viruléncia, isto
€, ao grau de patogenicidade (Wilson et al., 2002; Baarlen et al., 2007; Gal-Mor &

Finlay, 2006). Estes fatores podem ser de:

e Lesao (provocam leséo ao organismo):

- Endotoxinas: Nas bactérias Gram-negativas, correspondem ao
lipopolissacarideo (LPS - lipideo A, que € responsavel pela patogenicidade e
infeccbes destes patdgenos, sendo considerado o maior fator de viruléncia). Estao
associadas ao aparecimento das manifestagcdes clinicas, como coagulagéo
intravascular, choque, febre e inflamacao.

- Enzimas hidroliticas: tém-se como exemplo as hialuronidases e
proteases, que degradam componentes da matriz extracelular e desorganizam a
estrutura dos tecidos.

- Superantigenos: sdo capazes de interagir com moléculas do
complexo de histocompatibilidade (MHC) classe Il e com receptor dos linfocitos, e
sao produzidas especialmente por bactérias Gram-positivas.

- Doencas auto-imunes: Algumas bactérias sdo capazes de causar

doencas auto-imunes quando produzem antigenos semelhantes ao do hospedeiro
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ou quando provocam a formacéo de anticorpos circulantes em altos niveis, que irdo
interagir com antigenos bacterianos formando complexos antigeno-anticorpo.

- Exotoxinas: Podem atuar na membrana citoplasmatica (sinalizacéo
celular), alterar a permeabilidade da membrana celular e agir dentro da célula
(alterando enzimaticamente alvos citosolicos, como por exemplo, a toxina
botulinica).

e Colonizacao (capazes de se proliferar e sobreviver no individuo):

- Adesinas: estruturas que favorecem a adesdo das bactérias a
superficie das células, sdo as fimbrias e néo-fimbrias. Algumas bactérias formam
biofilmes, que séo estruturas formadas em diferentes tipos de superficies celulares
do hospedeiro. Constituido por bactérias associadas ou nhdo a outros
microrganismaos.

- Invasinas: sdo proteinas extracelulares que promovem a invasao
(internalizac&o) da bactéria na célula utilizando dois mecanismos — macropinocitose
e fagocitose comum.

- Evasinas: substancias que possibilitam a bactéria escapar da
fagocitose, sistema complemento e dos anticorpos, como, por exemplo: capsulas,
toxinas e substancias que promovem a apoptose.

- Fatores nutricionais: utilizacdo de nutrientes pela bactéria para se

proliferar, particularmente o ferro.

As bactérias potencialmente patogénicas precisam ultrapassar as barreiras
existentes no corpo humano, como por exemplo, a pele, tecidos, etc., para poder
estabelecer um processo infeccioso. Entretanto, alguns passos sao cruciais para o

estabelecimento da infeccdo. Primeiro, 0 microrganismo necessita penetrar no
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hospedeiro, sendo que esta etapa esta diretamente ligada a sua adeséo a superficie
da célula alvo do hospedeiro. Esta adesédo € resultante da utilizacdo de fatores de
aderéncia associados a superficie (adesinas) ou do pili, da fimbria, etc., com os
receptores existentes na célula alvo. Apds ocorrer a invasao bacteriana (capacidade
de penetrar nas células ou no tecido do hospedeiro) o microrganismo coloniza 0s
tecidos do hospedeiro, ocorrendo assim a multiplicacdo destas bactérias e
consequentemente, sua disseminacao (Baarlen et al., 2007; Winn et al., 2008).
Conseguindo assim, resistir as defesas do hospedeiro e por fim, causar dano
fisiol6égico. Muitos patdégenos sdo capazes de infectar o organismo e dentre eles
destacam-se as bactérias Gram-negativas como 0s patdgenos nosocomiais mais
isolados (Khorvash et al., 2009). Além disto, € o patdgeno Gram-negativo mais
adquirido em ambiente hospitalar depois da E. coli (Shacheraghi et al., 2009). A taxa
de mortalidade para pacientes infectados por bactérias Gram-negativas € de 20 a

30% (Khorvash et al., 2009).

1.3. Infecg&o hospitalar

Segundo o Ministério da Saude do Brasil (Portaria n° 2.616, de 12/05/1998),
infeccdo hospitalar (IH) ou nosocomal “é toda infec¢do adquirida pelo paciente ap6s
sua internacdo no hospital, e as manifestacbes acontecem durante ou apés a
internacdo ou alta, quando estiver relacionada a procedimentos hospitalares”. Os
critérios associados ao diagnostico de uma IH sdo: observacgéo direta do paciente ou
analise do seu prontuario; Resultados provenientes dos exames laboratoriais, como
por exemplo, o microbiolégico; Quando, apés 72 horas de internacdo apresentar

uma infec¢do, ndo havendo anteriormente evidéncias clinicas ou laboratoriais da
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mesma; Infeccoes apresentadas antes de 72 horas de internacdo quando
relacionadas a procedimentos invasivos (Santos et al., 2010).

Os riscos associados as IHs estdo diretamente relacionados com a gravidade
da doenca, as condi¢bes nutricionais do paciente, a longos periodos de internacéo,
criancas pequenas, neonatais, idosos, pacientes imunodeprimidos, uso de
dispositivos invasivos e baixa imunidade do paciente, tornando-os mais vulneraveis
as infeccbes. Assim, pode-se inferir que o aumento de casos das IH estdo
diretamente relacionados com a elevacdo das taxas de morbidade e mortalidade,
com altos custos no tratamento, aumento do tempo de internagdo e ao surgimento
de bactérias multirresistentes (Ferreira, 2005; Banderé Filho et al., 2006; Padrdo et
al., 2010; Santos et al., 2010).

De acordo com o Center for Disease Control and Prevention (CDC, 1998) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2001), as bactérias produtoras de
ESBL (B-lactamase de espectro estendido) tém sido as maiores responsaveis pela
ocorréncia e disseminagdo mundial da resisténcia em ambientes hospitalares
(Banderd Filho et al., 2006; Padrao et al.,, 2010; Santos et al., 2010), pois sao
capazes de se estabelecer em ambientes hospitalares, proporcionando surtos ou
epidemias. Com isso, ha um elevado risco de falha terapéutica e consequentemente,
ocorre uma diminuicdo das opc¢des terapéuticas. Além disso, a taxa de morbi-
mortalidade s&o maiores nas infec¢coes com estes organismos produtores de ESBL
(Bhattacharya, 2006; Nogueira, 2006; Dropa et al., 2009; Slama, 2008).

No Brasil e em outros paises, a prevaléncia de bactérias produtoras de ESBL
€ maior em ambiente hospitalar, sendo isoladas com mais freqiéncia de amostras
bioldgicas de pacientes associados a fatores de riscos como: uso inadequado e

abusivo de antibibticos, tempo prolongado em unidades de tratamento intensivo
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(UTIs), utilizacdo de processos invasivos como cateterismo, intubacao pulmonar e
doencas severas (Bradford, 2001; Paterson e Bonomo, 2005; Dalmarco, 2006;
Romanus et al., 2009). As bactérias Gram-negativas, produtoras ou nao de ESBL
em especial as enterobactérias, sdo de grande importancia no ambiente hospitalar
nado apenas por seus fatores de viruléncia, mas também por apresentarem

mecanismos de resisténcia a varias classes de antibidticos (Silva, 2006).

1.4. Mecanismos de resisténcia a antibioticos

Os mecanismos de resisténcia a antibidticos nas bactérias podem ser
expressos nas formas: intrinseca (sendo uma resisténcia de caracteristica natural e
todas as espécies sdo sempre resistentes) ou adquirida, onde a resisténcia pode ser
obtida por mecanismos genéticos como mutacdo, processo no qual ocorre uma
alteracdo na sequéncia nucleotidica do DNA ocasionando uma alteracdo da
informacdo genética (Courvalin, 2006; Tenover, 2006; Egervarn, 2009; Mulvey &
Simor, 2009).

Os genes de resisténcia a antibiéticos podem estar localizados no DNA
cromossomal ou em elementos moveis, como por exemplo, 0s plasmideos, que séo
moléculas acessérias de DNA dupla fita, circulares, extracromossomais,
autoreplicativas e de tamanhos variados, podendo ser encontradas no citossol em
nameros variados, sendo facilmente transferidos via horizontal de uma bactéria para
outra. Estes, ndo sdo essenciais, entretanto, quando presentes conferem as
bactérias vantagens seletivas como a resisténcia a antibioticos ou um metal pesado
(Courvalin, 2006; Tenover, 2006; Egervarn, 2009; Mulvey & Simor, 2009).

Os plasmideos podem transferir genes de resisténcia em dois momentos

celulares: na replicagdo, também denominada transferéncia vertical e por
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conjugacdo ou transferéncia horizontal (o que possibilita a disseminacdo dos
plasmideos contendo genes de resisténcia entre bactérias da mesma espécie ou
nao (Courvalin, 2006; Tenover, 2006; Egervarn, 2009; Mulvey & Simor, 2009). Os
plasmideos que carreiam genes codificadores para ESBLSs, frequentemente contém
outros genes que possuem resisténcia a outros antibidticos B-lactamicos e nao B-
lactamicos, possibilitando o aparecimento de bactérias multirresistentes (Chaudhary
& Aggarwal, 2004).

Todavia, importante se faz o conhecimento da fisiologia, farmacologia e
biologia molecular das bactérias para melhor se compreender os mecanismos de
resisténcia bacteriana. O mecanismo mais utilizado pelas bactérias Gram-negativas
€ a producdo de enzimas p-lactamases capazes de neutralizar a acdo dos
antibidticos p-lactamicos, sendo assim responsaveis por um dos mecanismos mais
comuns e representativos de resisténcia aos antibioticos utilizados na terapia

(Livermore, 1995; Souza Jr. et al., 2004, Slama, 2008, Livermore, 2009).

1.5. Antibi6ticos B-lactamicos

Dentre os diversos antibioticos existentes, os B-lactamicos ainda sé&o o grupo
de maior utilizacdo na clinica, devido a auséncia de toxicidade aos eucariotos por
atuarem em alvos especificos (peptideoglicano). Eles caracterizam-se por possuirem
na base de sua estrutura o anel pB-lactamico, ligado a um anel de tiazolidina e uma
cadeia lateral variavel. S8o agrupados em classes de acordo com sua estrutura
quimica e mecanismo de acdo (Livermore, 1995). A hidrélise do anel B-lactamico
pelas enzimas p-lactamases implica em sua inativagcdo (Bush, 1988; Rossi &
Andreazzi, 2005; Gupta, 2007). Os principais grupos de antibioticos B-lactamicos

estao descritos na tabela 1.
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Outro grupo também importante entre os B-lactamicos sao os inibidores de
B-lactamases (clavulanato, tazobactam e sulbactam) que sao estruturalmente
semelhantes as penicilinas, ou seja, contém a estrutura do anel B-lactamico,
entretanto, possuem a cadeia lateral modificada que permite se ligarem de forma
irreversivel as B-lactamases, mantendo-as inativas, atuando como “suicidas”. Devido
a esta caracteristica, esses inibidores tém sido utilizados na antibi6ticoterapia
associados a um antibidtico p-lactamico, onde o primeiro ir4 inativar a enzima

enguanto o segundo atua sobre a infecgéo (Bush, 1988).

Tabela 1 — Principais antibiéticos p-lactamicos.

Classe de B-lactdmico Subclasse Antibidtico
Benzilpenicilina (Penicilina
Penicilinas naturais G)
Penicilina V
Aminopenicilina Ampicilina
Penicilina de 22 geracéo Amoxacilina
Penicilinas de amplo Carboxipenicilina Carbenicilina
espectro Penicilinas de 32 geragdo  Ticarcilina
Ureidopenicilinas Azlocilina
Penicilinas de 42 geragdo  Piperaciclina
Penicilinas estaveis Oxacilina, meticilina,
Penicilinas semi-sintéticas nafcilina, cloxacilina,
dicloxacilina

Penicilinas associadas a
inibidores de B-lactamases

Ticarcilina/ac. Clavu.
piperaciclina/ac.clavu.

Amoxacilina/ac.clavu.
Ampicilina/ac. clavu.

Cefalosporinas

12 geracao

22 geracao

32 geracéo

42 geracao

Cefalotina
Cefadroxil
Cefuroxima
Cafaclos
Cefonicida
Cefotaxima
Ceftrizaxona
Ceftazidima
Cefepime

Monobactamico

Aztreonam

Carbapenémicos

Imipenem
Meropenem
Ertapenem

Fonte: modificada de Rossi & Andreazzi, 2005.
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A estrutura molecular basica de cada grupo de antibiéticos p-lactamico esta

representada na figura 2 a seguir:

Penicilinas Cefalosporinas
ﬁ
R——C——NH R—— C——NH s
N ;L// "
(o} COOH (o]
COOH
Monobactams Carbapenems
R
I
R S—R
R C NH R N /
(0]
N c=0
h |
(o] SO:H o
R = cadeia lateral
Figura 2 - Estrutura molecular dos grupos de
antibioticos B-lactamicos (Fonte:

http://www.icb.usp.br).

Atualmente, sdo descritos trés mecanismos de resisténcia aos antibiéticos -

lactamicos: Alteracdo do sitio _de ligacdo [alteracdo das proteinas ligadoras de

penicilinas (PBPs) — ocorre principalmente nos cocos Gram-positivos e algumas

Gram-negativas fastidiosas, como a Neisseria gonorrhoeae]; Alteracdo da

permeabilidade da membrana externa (A membrana externa da parede celular

bacteriana € uma barreira entre o antibidtico B-lactamico e o seu alvo de agdo. Uma
alteracdo estrutural pode conferir uma resisténcia a estes antibioticos. Esta
impermeabilidade ocorre quando as bactérias ndo mais produzem porinas, que Sao
canais da membrana externa por onde passam o0s antibioticos [-lactamicos);

Producédo de B-lactamases (Livermore, 1995; Luz, 2008; Shahcheraghi et al., 2009),

que sera descrito no item seguinte.
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1.6. B-lactamases

As B-lactamases sdo um grupo de enzimas heterogéneas capazes de
promover a ruptura do anel B-lactamico por acilacdo enzimatica (Figura 3) de
antibiéticos impedindo a sintese da parede bacteriana. Sua atividade ira depender
da quantidade de enzima produzida pela bactéria, da capacidade em hidrolisar o
anel B-lactamico e da velocidade em que o antibi6tico B-lactamico atravessa a
membrana (Souza Jr. et al., 2004; Gupta, 2007). Nas bactérias Gram-positivas,
estas enzimas sdo excretadas para o meio extracelular, onde exercem sua acao,
porém sdo menos ativas. Nas Gram-negativas estas enzimas localizam-se no
espaco periplasméatico o que favorece maior concentracdo e acao frente aos

antimicrobianos (Bush, 1988; Bush et al., 1995; Rossi & Andreazzi, 2005).

0O o]
nH s o H s
@—CHZ-—C—N\ - H,—C—N
—T
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COzH HO COzH

-
0% 0 MH

Figura 3 — Desenho esquemaético da hidrélise do anel p-lactamico indicado pela seta (Fonte: Bush et
al., 1995).

As pB-lactamases podem ser codificadas por genes cromossomais ou
plasmidiais e existem diferentes tipos de enzimas (Bush, 1988; Bush et al., 1995;
Souza Jr. et al.,, 2004; Gupta, 2007). Este mecanismo de resisténcia € 0 mais
comum entre a familia Enterobacteriaceae (Livermore, 2009), o que traz
preocupacdes, pois as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos sdo os

antibiéticos preferencialmente escolhidos no tratamento de muitas infec¢des (Bush &
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Jacoby, 2009). A maioria das p-lactamases utiliza 0 aminoacido serina como co-fator
para romper o anel B-lactamico, outras utilizam zinco (Livermore, 1995; Bradford,
2001; Chaudhary & Aggarwal, 2004).

A primeira B-lactamase foi identificada e isolada em 1940 por Abraham &
Chain de uma cepa de E. coli, apds a liberacdo da penicilina na pratica clinica.
Posteriormente, uma enzima p-lactamase codificada por um gene plasmidial foi
detectada numa cepa de E. coli em Atenas, no ano de 1965, denominada TEM
(Temoniera) (Bradford, 2001; Al-Jasser, 2006). Quando ocorre uma mutacdo em um
ou mais aminoacidos destas enzimas numa regido estruturalmente critica, a sua
especificidade pode ficar alterada proporcionando o aumento do espectro de acao
destas em relagdo aos antibitticos (Bush et al., 1995; Gupta, 2007).

Devido a grande variedade de tipos de enzimas B-lactamases estas foram
divididas em dois esquemas de classificacao: funcional e molecular (Patterson et al.,

2005).

1.6.1. Classificacao Funcional

A primeira classificagdo funcional das enzimas p-lactamases foi feita por Bush
em 1989, na qual foram organizadas de acordo como o substrato de acdo e pela
suscetibilidade aos inibidores de B-lactamases. Entretanto, em 1995, Bush, Jacoby e
Medeiros acrescentaram subgrupos fenotipicos a classificacdo anterior, pois
observaram um crescente aparecimento de B-lactamases derivadas de TEM e SHV
(Suphidryl variable). Esta ultima classificacdo, de 1995, € a mais aceita, utilizada
atualmente e se divide em quatro grupos e seis subgrupos (Bush et al., 1995;

Bradford, 2001, Bush & Jacoby, 2009; Bush & Jacoby, 2010):
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eGrupo 1. Sédo as pB-lactamases (cefalosporinases) das bactérias Gram-
negativas, que ndo sao inibidas pelo &cido clavulanico. Hidrolisam todos os -
lactamicos com excecdo dos carbapenémicos. Podem ser codificadas por genes
cromossomais ou plasmidiais.

e Grupo 2: B-lactamases (cefalosporinases, penicilinases) que possuem
amplo espectro de acdo e geralmente séo inibidas pelo acido clavulanico (inibidor).
Sao enzimas originarias de mutacfes ocorridas nos genes TEM e SHV. Este grupo,
por possuir diferentes substratos de acgdo, divide-se em diferentes subgrupos
conforme o substrato de acdo: Subgrupo 2a (penicilinases produzidas por
Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. — Gram-positivas); Subgrupo 2b
(possuem amplo espectro de acgdo, sendo capazes de inativar penicilinas e
cefalosporinas; Produzidas pelas bactérias Gram-negativas); Subgrupo 2be
(ESBLs. A letra “e” corresponde a atividade estendida); Subgrupo 2br (hidrolisam
carbapenémicos, séo resistentes aos inibidores de B-lactamases derivadas de TEM
(IRT) e uma enzima derivada de SHV. A letra “r" corresponde a reduzida acao de
interacdo com acido clavulanico e sulbactam); Subgrupo 2c (carbenicilinases);
Subgrupo 2d (oxacilinases); Subgrupo 2e (cefalosporinases que hidrolisam
monobactamicos e sdo inibidas pelo acido clavulanico); Subgrupo 2f
(carbapenemases inibidas pelo acido clavulanico).

e Grupo 3: Carbapenemases. Pertencem a este grupo as metalo-p3-
lactamases (tendo como fator de ativacdo o zinco). Atuam sobre o0s
carbapenémicos, sendo pouco sensiveis a inibidores p-lactamicos (acido
clavulanico, tazobactam e sulbactam) e nado hidrolisam monobactamicos, contudo
sao inibidas pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) — quelante que sequestra o

zinco. N&o sao inibidas pelo &cido clavulanico, tazobactam e nem sulbactam.
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e Grupo 4: Composto pelas penicilinases. Ndo sdo inibidas pelo &cido

clavulanico, ndo possuem classe molecular e sdo pouco encontradas.

1.6.2. Classificacdo molecular

Ambler, em 1980, prop6s a primeira classificacdo molecular das p-
lactamases, que apresenta como base a seqiiéncia nucleotidica ou de aminoacidos
nestas enzimas. Sao agrupadas em quatro classes que vado de A a D, sendo os
grupos A, C e D denominadas de serino-p-lactamases, por utilizarem serina como
co-fator na degradacéo do anel B-lactamico; e o grupo B, as metalo-p-lactamase.

Em cada classe molecular sdo encontrados os grupos descritos por Bush,
Jacoby e Medeiros (1995): na classe A estdo os grupos funcionais: 2 (2a, 2b, 2be,
2br, 2c, 2e e 2f); na classe B encontra-se o grupo 3; na classe C, o grupo 1; e na
classe D o subgrupo 2d, do grupo funcional 2 (Tabela 2) (Bush et al., 1995;

Livermore, 1995, Bush & Jacoby, 2009; Bush & Jacoby, 2010).
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Tabela 2 — Classificacdo funcional e molecular das B-lactamases (Modificada por
Bush & Jacoby, 2010).

Classe Classe
Funcional funcional Classe
Bush- Bush- molecular Substrato preferido Enzimas
Jacoby Jacoby- Ambler representantes
(2010) Medeiros (1980)
(1995)
1 1 C Cefalosporinas AmpC
le NI C Cefalosporinas
2a 2a A Penicilinas Penicilinases de Gram-
positivas
2b 2b A Penicilinas; Cefal~osporinas 12 TEM-1: TEM-2: SHV-1
geracao
Penicilinas; Cefalosporinas TEM-3 2 TEM-26: SHV-2
2be 2be A (espectro esAten'dldo), a SHV-6, CTX-M-15
Monobactamicos
2br 2br A Penicilinas TEM-30 a TEM-36
Monobactamicos e
2ber NI A cefalosporinas (espectro TEM-50
estendido)
2c 2c A Penicilinas, carbapenémicos PSE-1; PSE-3; PSE-4
2ce NI A Carbenicilina, cefepime RTG-4
2d 2d D Penicilinas; Cloxacilinas OXA-1, OXA-10
2de NI D Cefalosporinas (espectro OXA-11, OXA-15
estendido), Carbapenémicos
2df NI D Carbapenémicos OXA-23, OXA-18
26 26 A Cefalosporinag (espectro CepA
estendido)
of of A Penicilinas; Cefglo;porinas; KPC-2
Carbapenémicos
3a 3 B (B1) Carbapenémicos IMP-1
B (B3) FEZ-1
3b B (B2) Carbapenémicos CphA
Nao - Penicilinases de B.
NI . Penicilinas :
conhecida cepacia

Legenda: NI = N&o incluida; e = estensao; r = resistencia; IRT = Inibidor-Resistente de TEM.

Entre as serino-pB-lactamases, destacam-se as enzimas ESBL que sao

capazes de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro (oximino-cefalosporinas),

como cefuroxima, cefotaxima e ceftazidima, e monobactamicos. Entretanto, sao

inibidas pelo &cido clavulanico e ndo atuam em cefamicinas e carbapenémicos.

Pertencem a classe molecular “A” de Ambler. (Sanders & Sanders, 1992 apud



31

Dalmarco et al., 2006; Bush et al., 1995; Schwaber et al., 2005; Lal et al., 2007;

Perez et al., 2007; Carneiro, 2008).

1.7. B-lactamase de espectro estendido (ESBL)

1.7.1. Definigdo, historico e epidemiologia

A primeira bactéria isolada de amostra clinica que apresentou fendtipo
positivo para ESBL foi detectada na Alemanha por Knothe em 1983, na bactéria
Klebsiella ozaenae (Bush et al., 1995; Dalmarco et al., 2006; Carneiro, 2008) que
possuia a B-lactamase SHV-2. Em 1985, ocorreu na Franca o primeiro surto de
infeccdo hospitalar ocasionado por bactérias produtoras de ESBLs. O fator
considerado primordial para direcionar a evolu¢do das EBLS seria 0 uso intenso de
oximino-cefalosporinas, devido a pressao seletiva (Chaudhary & Aggarwal, 2004;
Tasli & Bahar, 2005; Silva, 2006; Augusti et al., 2007; Feizabadi et al., 2009; Jones
et al., 2009; CLSI, 2010).

Todavia, tal fato ndo pode explicar todo o fenbmeno da evolucdo e
epidemiologia das ESBLs, uma vez que esta resisténcia pode ser transferida via
plasmideos (figura 4), assim como podem surgir por mutacbes ao acaso na
sequéncia nucleotidica possibilitando a ampliagdo do espectro de acdo das pB-
lactamases classicas (Chaudhary & Aggarwal, 2004; Tasli & Bahar, 2005; Silva,

2006; Augusti et al., 2007; Feizabadi et al., 2009; Jones et al., 2009; CLSI, 2010).
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Figura 4 — Desenho esquemético da propagac¢édo clonal e modelo de disseminagéo plasmidica.
A.1: Surgimento de uma ESBL devido a uma mutacdo ocorrida em um gene bla situado num
plasmideo pré-existente; A.2: Aquisicdo do plasmideo contendo o gene bla pelo clone A e
propagacdo devido a selecdo e a dispersdo clonal; A.3: Transmissdo do plasmideo e
disseminacdo em diferentes clones (B e D) contendo o plasmideo com gene para ESBL; A.4:
Transmissdo plasmidial do gene bla para outro clone (E) contendo outro plasmideo de
resisténcia (Fonte: Cantén et al., 2006).

by

A grande maioria das cepas produtoras de ESBL pertence a familia
Enterobacteriaceae e sao freqlentemente identificadas em amostras clinicas e
comunitarias (Coque et al., 2008). Destacam-se nesta familia as espécies K.
pneumoniae e E. coli como as maiores produtoras (Bradford, 2001; Kumar et al.,
2006; Lal et al., 2007; Kiratisin et al., 2008; Romanus, 2009). Contudo, estas
enzimas também tém sido encontradas em menor freqiéncia em outros patdégenos
de importancia clinica como: Enterobacter spp., Salmonella spp., Morganella spp.,
Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
spp. e Burkholderia cepacia. Porém, a frequéncia de producdo nestes organismos é
baixa (Bradford, 2001; Chaudhary & Aggarwal, 2004; Rossi e Andreazzi, 2005; Al-

Jasser, 2006; Romanus et al., 2009).
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A prevaléncia de K. pneumoniae e E. coli, em 1999, resistentes as
cefalosporinas de 32 geracao chegou a 8,9% e 3,2% respectivamente, nos EUA; na
Ameérica Latina, foi de 45,4% de K. pneumoniae e 8,5% de E. coli. Em paises como
Portugal, Grécia, Suica, Holanda, Alemanha e Egito a distribuicdo das bactérias
produtoras de ESBLs é de 34%, 27,4%, 3-8%, 2%, 2,6% e 38,5%, respectivamente
(Bradford, 2001; Mulvey et al., 2004; Al-Zarouni et al., 2008, Augusti et al., 2007,
Kiratishi et al., 2008). Coque e cols. (2008) apresentaram dados obtidos de
comparacdes entre a Europa e outras regides geograficas, demonstrando que as
ESBLs eram menos freqiientes na Europa, América Latina e Asia, porém, mais

comuns na América do Norte e Sul (Figura 5).
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Fonte: Coque et al., 2008.

Figura 5 — Frequéncia em isolados de E. coli e K. pneumoniae produtoras
de ESBL (2004-2006) em diferentes regides geogréaficas (Fonte: Coque et
al. 2008).

No Brasil, a prevaléncia de bactérias produtoras de ESBL chegou a 65% e
45% para K. pneumoniae e E. coli, respectivamente, sendo considerada uma das
mais altas do mundo em 2004 (Mulvey et al., 2004). Outras pesquisas realizadas em

hospitais de Porto Alegre (Freitas et al., 2003) demonstraram que a prevaléncia de
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K. pneumoniae e E. coli produtoras de ESBL foi de 70% e 59%, respectivamente.
Em Curitiba (Nogueira et al., 2006) a prevaléncia foi de 57,45% em K. pneumoniae e
de 7,2% para E. coli. Em Sao Paulo (Dropa et al., 2006) foi de 71,9% e 13,3% para
K. pneumoniae e E. coli, respectivamente. E em Rio grande do Sul (Lago et al.,

2010) a prevaléncia foi de 46,2% para E. coli e 2,4% para K. pneumoniae.

1.7.2. Tipos de ESBLs

Os tipos de ESBLs podem variar entre regides geograficas e hospitais (Du et
al., 2002; Kiratishi et al., 2008) e os mais isolados nos anos 90 foram os tipos TEM e
SHV, e raramente as CTX-M (Canton et al., 2006). A espécie K. pneumoniae era
considerada o maior reservatério de genes bla associados as enzimas ESBL
(Paterson et al.,, 2005). Contudo, no cenario atual, este padrdao tem mudado
drasticamente, sendo que a variante CTX-M esta substituindo a TEM e SHV, e a E.
coli. Tornou-se uma das bactérias mais associadas a producédo de ESBL (Canton et
al., 2008; Livermore, 2009; Ruppé et al., 2009). Atualmente, a maioria destas
enzimas pertence as familias do tipo TEM, SHV e CTX-M (Livermore et al., 2008) e
existe uma grande variedade de tipos de ESBL: 185 tipos de TEM, 140 de SHV, 113

de CTX-M e 209 de OXA (http://www.lahey.org/studies/web,htm. Consulta em abril

de 2011).

1.7.2.1. ESBL tipo TEM

Trata-se de um vasto grupo de enzimas B-lactamases de espectro estendido
derivadas de mutac¢fes pontuais nas B-lactamases TEM-1 e TEM-2, codificadas por
genes plasmidiais, e sao frequentemente encontradas em E. coli e K. pneumoniae, e

com menor frequéncia Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus
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mirabilis, Salmonela spp. e em bactérias ndo fermentadoras, como P. aeruginosa
(Livermore, 1995; Bradford, 2001; Sabra et al., 2009).

Sao capazes de hidrolisar cefalosporinas de 32 geracdo, degradando mais
eficazmente ceftazidima, sendo por isso também conhecidas como ceftazidimases.
N&o demonstram resisténcia ao acido clavulanico (Paterson et al., 2003; Al-Jasser,
2006). As enzimas do tipo TEM-1 hidrolisam penicilinas e cefalosporinas de 12
geracdo. A TEM-2 é a primeira derivacdo da TEM-1 e possuem apenas um
aminoacido substituido, na posicdo 39 (Glutamina por Lisina) o que ndo causa
alteracdo no antibiético alvo de acédo da enzima. O tipo TEM-3 foi descrito em 1989
como a primeira B-lactamase relacionada com o fendtipo ESBL. A familia TEM
tornou-se a mais abundante dos tipos de ESBL (Bradford, 2001; Livermore, 2009).
As substituicbes aminoacidicas ocorrem em um numero limitado de posi¢des, onde
algumas resultam em alteragBes sutis nos fendtipos das ESBL e,
consequentemente, nos substratos de acao (Figura 6) (Bradford, 2001; Livermore,

2009).
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Figura 6 — Substituicdes dos aminoacidos em derivados de ESBL tipo TEM. Os aminoacidos
em destaque (cinza) sdo encontrados no gene para B-lactamase TEM-1 (circulos:
Altera¢cBes importantes para producao do fenétipo ESBL) (Fonte:Bradford, 2001).

1.7.2.2. ESBL tipo SHV

Outra B-lactamase comumente mediada por plasmideos é a SHV-1, sendo
responsavel por 20% das transmissdes plasmidiais que conferem resisténcia aos
antibiéticos p-lactamicos de espectro estendido (Silva, 2006). A maioria das enzimas
ESBL tipo SHV é caracterizada pela substituicdo no gene blasyy na posicdo 238 de
uma glicina por serina (Gly238Ser), enquanto outras apresentam substituicdo de
glutamato por lisina na posigcéo 240 (Glu240Lys) (Bradford, 2001).

E interessante observar que ambas as substituicdes Gly238Ser e Glu240Lys
assemelham-se as que acontecem com as ESBLs do tipo TEM. Estas alteracoes
comprometem a eficacia de hidrélise de ceftazidima e cefotaxima, respectivamente.
Nota-se que estas mutacfes sdo semelhantes as que ocorrem na familia ESBL tipo

TEM (Bradford, 2001; Al-Jasser, 2006; Hammond, 2008). Possuem habilidade de
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hidrolisar penicilinas (Bradford, 2001; Paterson e Bonomo, 2005). Séao
predominantes nas Enterobactérias, especialmente na espécie K. pneumoniae,
todavia tem sido descritas em P. aeruginosa, Acinetobacter spp., C. diversus e E.
coli. Diferentemente do tipo TEM, existem poucas variantes (Figura 7) de SHV-1

(Bradford, 2001; Al-Jasser, 2006; Hammond, 2008).

Phe

SHV-7 Sor Phe A
SHv-14 SHV-7 val SHv-Ag o T SHV-13
SHV-18 SHI_H SH\fS SHY-20 -26 SHV-18
SHV-1 lle Leu ArgLeu Leu Met Ser 158 Leu Asp Ala Arg GIyAGIU
8 35 43 51 122 129 130 Asn 173 179 187 205 23240
T 1 t 1t F
Gln Pro Phe Gly Lys Ala Leu L
-2z TEM-60 SHv-21  SHv-10  SHV-22 SHV-6 SHV-3 s
SHV-2a 4y SHV-4
SHV-11* - SHV-5
SHV-12 Asn SHV-7
SHV-13 SHv-8 SHV-10
SHV-25 - SHV-12
SHV-18
SHV-24 SHv.sn

Figura 7 — Substituicbes dos aminoacidos em derivados de ESBL tipo SHV. Os
aminoacidos em destaque (cinza) sdo encontrados no gene para B-lactamase SHV-1
(circulos: principais mutacbes para o fenétipo ESBL). *SHV-11 ndo é ESBL (Fonte:
Bradford, 2001).

1.7.2.3. ESBL tipo CTX-M

A familia CTX-M também é mediada por genes plasmidiais (Bertrand et al.,
2006). Foi primeiramente descrita em 1992 na Alemanha (CTX-M-1) (Bauernfeid et
al., 1992 apud Kiratisin et al., 2008). A maioria das enzimas CTX-M possuem perfis
de hidrdlises similares. Caracterizam-se por hidrolisar cefotaxima com mais eficacia,
comparada a ceftazidima, o que conferiu a elas esta denominacdo. Também
hidrolisam com maior eficacia cefalotina do que a benzilpenicilina e cefepime (Al-

Jasser, 2006). Entretanto, algumas variagdes destas enzimas hidrolisam
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eficazmente ceftazidima (Bonnet, 2004; Livermore, 2009). Um exemplo disso € a
CTX-M-15, que é a mais disseminada pelo mundo (Canton et al., 2006; Livermore,
2009).

Sao inibidas com mais eficiéncia por tazobactam do que por sulbactam e
clavulanato (Bush et al., 1993, Bonnet, 2004). Pesquisas indicam que o residuo de
serina na posicdo 237, que esta presente em todas as enzimas CTX-M, tem
importante papel na atividade de espectro estendido, e que a alteracdo da arginina
(Arg) na posicdo 276 tem destaque na hidrélise de cefalosporinas de 32 geracao
(Bradford, 2001; Paterson et al., 2005).

Possuem apenas 40% de semelhanca com as enzimas TEM e SHV, porém,
possuem origem evolutiva diferente. Estudos filogenéticos, baseados na similaridade
da sequéncia de aminoacidos mostram que existem grupos das enzimas CTX-M
subdivididos em cinco: CTX-M-1: Incluem as enzimas CTX-M-3, -10, -11, -12, -15, -
22, -23, -28, -29, -30, -32, -33, -36, -54, -55, -57 e UOE-1; CTX-M-2: Enzimas CTX-
M-2, -4, -7, -20, -31, -44; CTX-M-8: Enzimas CTX-M-8, CTX-M-40 e CTX-M- 63;
CTX-M-9: Enzimas CTX-M-9, - 13, -14, -16a -19, -21, -27, -45, -46, -47, -48, -49 e -
50; CTX-M-25: Enzimas CTX-M-25, -26, -39 e -41(Bonnet et al., 2004; Tolentino,
2009).

E considerada uma familia de rapido crescimento e tornou-se, nos Ultimos
anos, o tipo mais prevalente, principalmente na Europa e em determinados paises
da América do Sul (Coque, 2008). Também tém sido isoladas em muitos paises
como Africa, Asia e Europa (Al-Jasser, 2006; Kingsley e Verghese, 2008), existindo
mais de 60 variantes em diferentes espécies de Enterobactérias, como Salmonella
typhyimurium, E. coli, K. pneumoniae e Proteus mirabilis (Bradford et al., 1998 apud

Al-Jasser, 2006). Atualmente s&o prevalentes em E. coli e K. pneumoniae



39

(Mendonga et al., 2007; Luz, 2008) e apresentam capacidade de disseminacéo fora
do ambiente hospitalar, justificando seu perfil pandémico, devido ao reconhecimento
de multiplos clones e elementos genéticos moveis que carreiam genes blacrxwm €

sua elevada prevaléncia em comunidades (Livermore, 2009).

1.7.2.4. ESBL tipo OXA

A definicdo de ESBL normalmente restringe-se as enzimas de classe “A".
Entretanto, também pode incluir oxacilinases como ESBLSs tipo OXA. Assim como a
ESBL tipo CTX-M, a OXA é uma familia que tem crescido entre as ESBLs que
diferem da TEM e SHV por pertencerem a classe molecular D e grupo funcional 2d
(Bradford, 2001). Conferem resisténcia a ampicilina e cefalotina e sdo designadas de
OXA devido a sua grande capacidade de hidrolisar a oxacilina e cloxacilina, todavia
sdo fracamente inibidas pelo &cido clavulanico (Bush et al., 1995, Bradford, 2001;
Bhattacharjee et al., 2007).

O primeiro relato desta enzima ocorreu num hospital em Ankara (Turquia),
tendo sido isolada da bactéria Pseudomonas aeruginosa, sendo frequente nesta
espécie. Entretanto, também tém sido detectada em membros da familia
Enterobacteriaceae. Posteriormente, foram encontradas com maior freqiéncia em
outras bactérias desta mesma familia (Hall et al., 1993; Bradford, 2001). E assim
como as ESBLs TEM e SHV, as do tipo OXA parecem ter evoluido de enzimas
progenitoras de espectro mais reduzido como OXA-10, OXA-13 e OXA-2, entretanto
poucos estudos relacionados a epidemiologia e distribuicdo geograficas das ESBL
tipo OXA foram realizados (Bhattacharjee et al., 2007).

Embora a maioria das variantes de OXA esteja associada a OXA-10, as

variacOes relacionadas as ESBLs possuem apenas uma ou duas substituicbes de
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aminoacidos: um aspartato (Asp) por uma serina (Ser) na posicdo 73 ou um
aspartato (Asp) por uma glicina (Gly) na posicdo 157, porém, a substituicdo
Gly157Asp ocasiona a extensdo da resisténcia a ceftazidima. Algumas variantes de
OXA, como por exemplo, a OXA-1, é capaz de hidrolisar cefotaxima, ceftazidima e

aztreonam (Paterson et al., 2005).

1.8. Métodos de deteccéo

A deteccdo e identificacdo de bactérias produtoras de ESBLs em isolados
clinicos sdo de crucial importancia devido as implicacdes terapéuticas e para o
controle epidemiolégico e infeccioso (Al-Jasser, 2006, CLSI, 2010). Logo, os dados
obtidos favorecem aos programas de vigilancia identificar os determinantes
genéticos de resisténcia, principalmente quando perfis de resisténcia ndo usuais sao
observados. Com a elevacdo da prevaléncia de ESBL nas Enterobactérias e suas
caracteristicas especificas, tornou-se necesséario a utilizacdo de métodos mais
eficazes para a deteccdo e identificacdo das mesmas (Bradford, 2001, Rossi &
Andreazzi, 2005). Existem dois testes para deteccdo das ESBL: fenotipicos e

moleculares.

1.8.1. Métodos fenotipicos

A deteccao fenotipica é realizada utilizando-se métodos de triagem e
confirmacéo da presenca ou auséncia de enzimas. Muitos séo os testes disponiveis
para a identificacdo in vitro das bactérias produtoras de ESBLs (Bradford, 2001,
CLSI, 2005; Nogueira, 2006; Rossi e Andreazzi, 2006). O CLSI (Clinical Laboratory

Standard Institute) recomenda que sejam realizados testes de triagem e
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confirmatdrios para detectar a producdo de ESBL utilizando o0s seguintes
antibioticos: cefpodoxima, ceftazidima, aztreonam, cefotaxima ou ceftriaxona.

Para o teste confirmatorio do fendtipo, recomenda-se a utilizacdo de
cefotaxima e ceftazidima em combinacdo com acido clavulanico contra o seu halo
testado individualmente. Também se faz necessario a utilizacdo da cepa K.
pneumoniae ATCC® 700603, que é uma bactéria j& caracterizada como produtora de
ESBL como controle positivo para os teste de ESBL. Entretanto, estes testes séao
padronizados para quatro espécies bacterianas: K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e
Proteus sp., existindo dificuldade de interpretacdo dos resultados (Dalmarco et al.,
2006; CLSI, 2010).

A identificacdo fenotipica de cepas produtoras de ESBL pode ser de dificil
deteccao, pois estas enzimas possuem diferentes niveis de atividades contra varias
cefalosporinas, apresentando resisténcia clinica a estes antibiéticos, mesmo néao
sendo detectadas in vitro. Assim, quando uma cepa é detectada como possivel
produtora de ESBL, esta deve ser relatada como resistente a todas as
cefalosporinas e ao aztreonam, pois para 0S pacientes que apresentam infeccoes
causadas por estas bactérias, o risco de falha terapéutica com os antibiéticos p-
lactdmicos de amplo espectro € maior. Os testes mais utilizados séo:

e Duplo-Disco Difusédo (DDS): teste de triagem (quando n&o associado ao
inibidor) que consiste na aplicacdo em placa contendo agar Muller Hinton (MH) de
discos de cefpodoxima (10ug) ou ceftazidima (30ug) ou cefotaxima (30ug) ou
ceftriaxona (30ug) ou aztreonam (30ug). Quando o halo apresentar pontos de corte
< 17mm ou < 22mm ou < 27mm ou < 25mm ou < 27mm respectivamente, pode
indicar a producdo de ESBL. O teste confirmatério & feito utilizando disco de

cefotaxima (30ug), associados ao inibidor: cefotaxima-acido clavulanico (30/10ug) e
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ceftazidima (30ug), ceftazidima-acido clavulanico (30/10ug) (os valores das
concentracdes dos discos utilizados sao recomendacdes padrdes a serem seguidas
para disco difuséo.

e Etest (Epsilometer test): teste de triagem para ESBL. E uma técnica
qualitativa e quantitativa, pois possibilita a determinacdo do CIM (Concentracéo
Inibitéria Minina) a partir de um gradiente de antibiético pré-definido. O CLSI (2005)
determina que a diminuicdo da suscetibilidade a alguns antibiéticos B-lactamicos
pode indicar a producdo de ESBL, assim, cepas que apresentarem CIM = 2 (ponto
de corte para triagem de ESBL) para ceftriaxona, ceftazidima (TZ), aztreonam,
cefpodoxima ou cefotaxima (CT) deve ser considerada como possivel produtora de
ESBL.

e Etest ESBL: E um teste confirmatdrio baseado na inibicdo das enzimas
ESBL in vitro pelo acido clavulanico. Sdo utilizadas fitas contendo em um lado
gradiente de antibidtico (ceftazidima ou cefotaxima) e na outra extremidade o
mesmo antibiético associados ao inibidor, acido clavulanico (CT/CTL ou TZ/TZL)
numa concentracdo fixa de 2ug/mL. Assim, torna-se possivel identificar o CIM
apenas do antibiotico e em associacao ao inibidor. Quando a razéo entre ceftazidima
e cefotaxima mais 4cido clavulanico for = 8, possivelmente a bactéria é produtora de
ESBL.

e Vitek® ESBL: Sistema automatizado de identificacdo e/ou teste de
suscetibilidade. O resultado do teste é expresso em valores de CIM, sendo
interpretado como sensivel, sensibilidade reduzida e resisténcia de acordo com o
CLSI. Este teste € capaz de identificar a producdo de ESBL por uma verséo

automatizada de testes de sinergia, baseado no efeito inibitério do acido clavulanico
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associado a cefotaxima ou ceftazidima. Interpreta-se o resultado pela medicdo da

diferenca de crescimento com ou sem o inibidor (Dashti et al., 2006).

1.8.2. Técnicas moleculares

Os testes fenotipicos possibilitam a deteccdo da enzima, mas ndo sua
identificacdo (Bradford, 2001). Portanto, as técnicas moleculares auxiliam na
diferenciacéo e identificacdo de ESBLS, sendo consideradas de extrema importancia
para sua identificacdo. A técnica molecular simples e mais utilizada é a PCR
(Polymerase Chain Reaction ou reacédo em cadeia da polimerase) (Shah et al., 2004)
que utiliza pares de iniciadores especificos para os genes de B-lactamase, a fim de
se amplificar a regido de interesse (Bradford, 2001; Oliveira, 2008), ou seja, permite
detectar a presenca das B-lactamases e em que familia esta pertence (Bradford,
2001).

Entretanto, esta técnica ndo permite a diferenciacdo entre os grupos de ESBL
(ex. CTX-M-15, TEM-1, OXA-2, dentre outros), sendo necessaria a realizacdo do
sequenciamento (método padrdo) para a discriminacdo das variantes que € um
processo para determinar a ordem dos nucleotideos em uma amostra permitindo a
distincdo entre cepas de um mesmo clone e as mutacdes pontuais responsaveis
pela resisténcia especifica a um antibiético, no caso das bactérias produtoras de
ESBLs, aos B-lactamicos (Tosin et al, 2003; Tolentino, 2009).

A determinacdo da sequéncia nucleotidica é considerada padrdo ouro para a
identificacdo especifica do gene para B-lactamase presente na cepa (Bradford, 2001;
Tasli e Bahar, 2005; Al-Jasser, 2006; Oliveira, 2008). Logo, as técnicas moleculares
permitem a compreensao dos mecanismos de resisténcia bacteriana, além de

possibilitar o conhecimento de qual enzima ESBL € a mais prevalente em uma
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determinada regido, fornecendo assim dados importantes a nivel epidemiolégico
(Oliveira, 2008).

Dessa forma, além dos motivos citados no decorrer deste trabalho e ao fato,
principalmente, de ndo existirem na regido Norte, em especial no Estado do
Amazonas, na cidade de Manaus dados moleculares referentes aos genes e aos
tipos de ESBL existentes nestas bactérias produtoras de ESBL. A realizacédo desta
pesquisa busca detectar estes genes a fim de gerar dados que colaborem na
elaboracdo de futuros programas de vigilancia, monitoramento, além de auxiliar na
diminuicdo dos riscos de infeccBes causadas por estas bactérias produtoras de

ESBL.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL
Detectar os genes relacionados a producdo de ESBL de bactérias Gram-

negativas isoladas das amostras clinicas de pacientes da Fundacdo HEMOAM.

2.2. ESPECIFICOS

- Verificar a presenca dos genes blargwu, blaspy, blactx.m € blaoxa €m amostras
clinicas.

- Identificar a presenca de subgrupos das familias TEM, SHV, CTX-M e OXA.
- Pesquisar a localizacdo genética (plasmideo ou cromossomo) dos genes

estudados.
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3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento do estudo e amostragem

Estudo transversal, descritivo, realizado com isolados obtidos a partir do
projeto intitulado “Prevaléncia, sensibilidade a antibiéticos e caracterizagao genética
das bactérias isoladas de processos infecciosos de pacientes com doencas
hematolégicas da Fundacdo HEMOAM”, aprovado pelo CEP da Fundacao
HEMOAM, sob o numero CAAE-0005.0.112.000-06. O projeto atual recebeu
aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
(CEP/UFAM) tendo como CAAE o n° 0306.0.115.000-09 (anexo 1).

A coleta foi realizada no periodo de Julho/2006 a agosto/2007 e obteve-se
146 amostras clinicas provenientes de varios sitios biolégicos (sangue, urina, fezes,
escarro, secrecdes de orofaringe, secrecdo perianal, feridas e abscesso dentério),

de onde foram isoladas 44 cepas, sendo 17 Gram-negativas (12 ESBL positivas —

utilizadas nesta pesquisa —, 4 ESBL negativas e 1 ESBL ndo determinada) e 27
Gram-positivas.

Todas as bactérias foram armazenadas em meios liquidos Brain Heart
Infusion (BHI) e Cistina tripticase soja (CTS) com 10% de glicerol a -70°C no
Laboratério de Analises Clinicas (LAC) na Fundacdo HEMOAM para realizacao de

estudos posteriores.

3.2. Critérios de incluséao
Foram incluidas no estudo todas as bactérias Gram-negativas cujo teste de

sensibilidade para deteccdo da enzima B-lactamase (ESBL) foi considerado positivo.
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3.3. Critérios de excluséo

Foram excluidos (as) do projeto:

e Cepas que nao cresceram no repique;

e Isolados com contaminagcdo por microorganismos que nao foram de
interesse da pesquisa,

e Bactérias nas quais ndo foram detectados plasmideos e nem DNA

cromossomal apos aplicacao protocolo de extracdo correspondente.

3.4. Cultura, Isolamento e identificacdo das bactérias

As cepas foram previamente isoladas a partir de amostras clinicas, semeadas
em meios de isolamento primario como agar sangue de carneiro a 5%, agar eosina
azul de metileno (EMB), agar Mac Conkey, agar manitol salgado e Mueller Hinton
(Himedia®), seguido de incubacdo em estufa bacteriolégica de 35°C por um periodo
de 24/48 horas.

ApOs o crescimento microbiano, as bactérias foram classificadas como Gram-
negativas pela técnica de coloracdo de Gram, e foram submetidas a testes de
identificacdo de género e espécie. Para as Enterobactérias utilizaram-se os Kkits
Enterokit B e C (Probac do Brasil, Sdo Paulo®) e EPM-Mili-Citrato (Probac do Brasil,
S&o Paulo®), seguido de testes bioguimicos adicionais: oxidase (negativo para
Enterobactérias); urease; teste de descarboxilacdo da lisina; teste de motilidade
utilizando meio de MIO (Motilidade, Indol, Ornitina); teste para deteccao da producgao
de sulfato de hidrogénio com o meio de TSI (Triplice-ferro-agucar); fermentacdo de
glicose, maltose, sacarose e lactose (Himedia®). Para as nao-fermentadoras,

realizou-se o teste da oxidase para identificacdo de género e espécie utilizando-se o
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kit NF 1l (ndo fermentadoras). Os procedimentos acima foram realizados conforme

protocolos padronizados (Probac do Brasil®, Sdo Paulo).

3.5. Teste da B-lactamase

O teste da B-lactamase foi realizado para as 17 bactérias Gram-negativas
para se determinar a producdo da enzima B-lactamase, a fim de se fazer uma
primeira triagem com relacdo a producdo desta enzima e, consequentemente, a
resisténcia aos antibioticos B-lactamicos. E um teste rapido e qualitativo que consiste
na aplicacdo de uma pequena quantidade do in6culo bacteriano em um disco
impregnado com cefalosporina cromogénica (Cefinase plus - Becton, Dickinson and
Company, USA, BD). A mudanca de coloracdo para rosa (indica que houve a
liberacdo de um radical cromogénico e, conseqientemente, a hidrélise do anel -

lactamico pela acdo da B-lactamase).

3.6. Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (TSA)

O teste de suscetibilidade antimicrobiana utilizado foi o Etest® (AB BIODISK,
Solna, Suécia) para verificar a sensibilidade, intermediario e a resisténcia aos
antibioticos utilizados na rotina terapéutica, que foram escolhidos de acordo com o
corpo clinico da Fundacdo HEMOAM. Os antibioticos utilizados com suas
respectivas concentragbes foram: Tetraciclina (0,016-256ug/mL), Ciprofloxacina
(0,002-32ug/mL), Imipenem (0,002-32ug/mL), Ceftazidima (0,016-256ug/mL),
Cefoxitina (0,016-256ug/mL), Cloranfenicol (0,016-256ug/mL), Cefepime (0.016-
256ug/mL) e Amicacina (0,016-256ug/mL). Os valores utilizados para identificar se a
cepa apresentava sensibilidade, sensibilidade reduzida ou resisténcia foram

respectivamente: < 1, 2 e 2 4 para ciprofloxacina; < 8, 16 e = 32 para cefoxitina,
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cefepime, ceftazidima e cloranfenicol; < 4, 8 e = 16 para imipenem e tetraciclina; <
16, 32 e = 64 para amicacina.

O principio do teste baseia-se na coleta de uma colénia pura do meio de
cultura MH, preparando-se uma suspensdo em salina estéril (NaCl 0,8%) com
turbidez correspondente a 0.5 do padrdo de McFarland (0 que equivale a
aproximadamente 10® UFC/mL). Ap6s a homogeneizacdo, a mesma foi semeada por
esgotamento na superficie do meio MH com o auxilio de um swab. Em seguida
foram aplicadas fitas plasticas ndo porosas contendo o antibiético distribuido em
uma escala de CIM em pg/mL as placas e incubadas em estufa a 35°C. Apo6s 24
horas observou-se a elipse de suscetibilidade ou de resisténcia ao antibidtico. A
cepa de E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de qualidade dos antibioticos

utilizados no teste.

3.7. Teste de suscetibilidade para determinacao da enzima ESBL

Para verificar e confirmar a producdo da enzima ESBL in vitro, as bactérias
Gram-negativas foram primeiramente semeadas em agar Luria-Bertani (LB) e
incubadas a 35°C por 16-20 horas. Em seguida, retirou-se uma colbnia pura e
preparou-se uma suspensdo em solucdo salina (NaCl 0,8%) com turbidez
correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Com o auxilio de um swab estéril,
inoculou-se as bactérias em meio de cultura MH a 35°C por 16-20 horas, conforme o
protocolo padronizado pelo fabricante (Etest® ESBL, AB BIODISK, Suécia).

Foram utilizadas duas fitas plasticas, ndo porosas, uma contendo um
gradiente crescente em ug/mL para o antibiotico cefotaxima (CT) com escala de
0,25-16ug/mL em uma das extremidades e na outra, gradiente pré-definido de CTL

(cefotaxima + &cido clavulanico) com concentragdes crescentes de CT escala de
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0,016-1ug/mL, associadas a uma concentracao fixa de acido clavulanico (4ug/mL). A
segunda fita continha também um gradiente crescente em ug/mL para ceftazidima
(TZ) com escala de 0,50-32ug/mL num lado da fita e no outro lado, um gradiente
predefinido TZL (ceftazidima + &cido clavulanico) com 0, 064-4ug/mL associada a
uma concentracao fixa de 4ug/mL de acido clavulanico como demonstrado na figura

8.

ESCALA DE LEITURA DO CIM

» Y4
B SRaRsTRISHEE Chs bagwauvoroois O
Cefotaxima + Cefotaxima

acido clavulanico

H wonz2¢ascetdd Bl suguveseesa¥s N
Ceftazidma + Ceftazidma
acido clavulanico

Fonte: AB BIODISK.

Figura 8 — Fitas utilizadas na realizacdo do Etest® ESBL
com os gradientes de concentra¢des dos antibiéticos CT e
TZ com e sem associa¢do ao acido clavulanico.

A amostra foi considerada positiva (produtora de ESBL) quando houve a
reducao da CIM de ceftazidima ou cefotaxima = a 3 diluicbes logaritmicas na
presenca de &cido clavulanico em comparacdo com a CIM de
ceftazidima/cefotaxima sem 0 mesmo, ou seja, quando a razdo entre a CIM do
antibidtico testado e a CIM do antimicrobiano associado ao acido clavulanico for = 8.
Outra condicdo para se considerar uma amostra como produtora de ESBL foi o
aparecimento da zona fantasma (phantom zone) ou determinada pela deformacéao

da elipse do lado contendo CT ou TZ. O resultado foi considerado como negativo



51

gquando ambas as CIMs apresentaram valores abaixo dos gradientes de CT e TZ
apresentados na fita. E quando ambas as CIMs encontravam-se acima da escala de
leitura da fita impossibilitando o calculo, o resultado foi considerado indeterminado
(Tabela 3).

Das 17 bactérias Gram-negativas obtidas do projeto anteriormente citado, 12
foram ESBL positivas, quatro negativas e uma foi considerada como néo
determinada.

As cepas utilizadas como controle positivo e negativo do teste foram obtidas
da American Type Culture Collection (ATCC) foram: E. coli ATCC 25922 e K.

pneumoniae ATCC 700603, respectivamente (CLSI, 2005).

Tabela 3 — Guia para interpretacéo do Etest® ESBL.

ESBL CIM Descricao
CT>05eCT/CTL>8
ou Producédo de ESBL e
. TZ>1eTZ/TZL>8 resisténcia a todos as
Positivo - .
ou penicilinas, cefalosporinas e
Zona fantasma ou deformacéo da aztreonam (CLSI)

elipse no CT ou TZ
CT<050uCT/CTL<8

Negativo e N&o produtora de ESBL
TZ<1louTZ/TZL<8
CT>16eCTL>1 ESBL néo determinada. Se a
Nao e ESBL é suscetivel, confirmar
determinada | Quando uma fita é negativa para o resultado com a
ESBL e a outra ndo determinada genotipagem.

Fonte: Modificado do protocolo AB BIODISK, Suécia.

3.8. Extragéo do DNA cromossomal e plasmidial
Para o isolamento do DNA das cepas Gram-negativas cada bactéria foi re-

isolada por esgotamento com auxilio de um swab em meio sélido Luria-Bertani (LB)
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seguido de incubacéo por 24 horas a 35°C. Entretanto, para a extracdo do DNA
plasmidial o meio LB continha ampicilina a 100ug/mL (Promega, Madison, WI, USA).
De cada placa inoculou-se uma colénia em tubos contendo 3mL de meio liquido LB
ficando em agitacdo overnight a 35°C. E no caso do plasmideo o meio liquido
continha ampicilina numa concentragéo de 50ug/mL) (Promega, Madison, WI, USA).

As culturas foram transferidas para microtubos tipo eppendorf® de 1,5mL e
centrifugados a 12.000rpm a temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e
em seguida, foram submetidos a extracdo do DNA cromossomal (onde antes os
sedimentos (pellet) foram ressuspensos em 200uL de PBS 1X) e a extracdo
plasmidial utilizando-se os protocolos dos kits Easy DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madson,
WI, USA) (anexos 2 e 3), respectivamente.

As amostras foram visualizadas em gel de agarose a 0,8% corado com SYBR
safe DNA gel stain (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a partir da eletroforese a 75 Volts
(V) por 1 hora comparando-as frente ao padrdo molecular 123pb DNA Ladder
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e para a visualizacdo dos plasmideos foi feita a
partir da eletroforese a 75 Volts (V) por 1 hora e 20 minutos em gel de agarose a
0,8%, corado com SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
visualizado com transiluminador (Safe Imager™ 2.0 Blue-Light Transilluminator,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) comparando-as frente ao padréo de peso molecular

Supercoiled DNA Ladder, 2-10Kb (Promega, Madson, WI, USA).

3.9. Deteccao dos genes bla via PCR
A deteccao da regiao no DNA cromossomal e plasmidial contendo os genes

bla (beta-lactamase) foi realizada através da amplificacdo por PCR utilizando os
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iniciadores para os genes relacionados a producao de ESBLs tipo TEM, SHV, CTX-
M e OXA: blargm, blasyy, blactx-m € blaoxa, respectivamente (Lim et al., 2009). O

tamanho esperado para os fragmentos amplificados estd demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Iniciadores utilizados para detecgéo dos genes bla e o tamanho esperado
do fragmento em pares de base.

Genes | Iniciadores Sequéncias Tamanho
em pb

blarey TEM-F 5 — ATGAGTATTCAACATTTCCG - 3 867
TEM-R 5 — CTGACAGTTACCAATGCTTA -3

blassy SHV-F 5 — GGTTATGCGTTATATTCGCC - 3 867
SHV-R 5 —-TTAGCGTTGCCAGTGCTC - 3’

blacr CTX-F 5 — ATGTGCAGYACCAGTAARGT - 3 593
CTX-R 5 - TGGGTRAARTARGTSACCAGA -3’

blaoka OXA-F 5 — ACACAATACATATCAACTTCGC - 3’ 385
OXA-R 5 — AGTGTGTTTAGAATGGTGATC — 3

Legenda:Y=CouT;R=Ao0ouG;S=GouC.

Para a amplificacdo adicionou-se em um tubo eppendorf de 0,2mL os
seguintes reagentes: 5uL de tampao 5X; 2,5uL de MgCl, (25mM); 0,5uL de dNTP
(10uM); 1uL de cada iniciador (10uM); 0,2uL de GoTagq™ DNA Polymerase e 5uL
para DNA cromossomal (5ng) e 1uL para DNA plasmidial (1:10). E foi adicionada ao
tubo agua MiliQ para completar o volume de reacdo 25uL. As amplificacbes foram
realizadas em termociclador (Mastercycler, Eppenddorf). As condi¢cdes de ciclagem
da amplificacdo para os genes blargm € blaspy, blasyy € blapxa estdo descritas na

tabela 5. Dos passos 2 a 4 foram realizados 35 ciclos.



Tabela 5 — Condi¢cdes de
blaSHv, bIaSHV e bIaOXA.
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ciclagem da reacdo de PCR para os genes blargwm,

Passos Evento Genes
blatey blasny blacrx.m blagxa
1 Denaturacao inicial 96°C/5 min 96°C/5 min 94°C/7 min 96°C/5 min
2 Denaturacao 96°C/1 min 96°C/1 min 94°C/50 seg 96°C/1 min
3 Anelamento 58°C/1 min 60°C/1 min 50°C/40 seg 60°C/1 min
4 Extensao 72°C/1 min 72°C /1 min 72°C /1 min 72°C/2 min
5 Extensao final 72°C/10 min | 72°C/10 min 72°C/5 min 72°C/10 min
6 Forever 4°C 4°C 4°C 4°C

O controle negativo de contaminacao da reagao foi uma reacdo sem amostra
de DNA. Para o controle positivo para a PCR (plasmideo) do gene blatgy foi utilizada
cepa de Neisseria gonorrhoeae (Palmer et al., 2010), e para o gene blasyy, cepa de
K. pneumoniae ATCC® 700603 tanto para o plasmideo como para o cromossomo.

Para a visualizagdo dos amplicons, as amostras foram submetidas a
eletroforese a 80 volts (V) por uma hora em gel de agarose a 1,0%, corado com
SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) comparando frente ao
padrao de peso molecular de 100pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para

verificagdo do tamanho dos fragmentos obtidos.

3.10. Analise genotipica

Os produtos da PCR para blargm € blapxa (plasmidial e cromossomal) e blaspy
(plasmideo) foram purificados utilizando-se o kit illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare, UK) seguindo o protocolo de acordo com as
recomendacdes do fabricante (anexo 4) para retirada dos nucleotideos nao
incorporados e excesso de iniciadores. Para os genes blactx-m (plasmidial) e blaspy,
blactx-m € blaoxa (cromossomal) o fragmento foi purificado a partir do gel de agarose
apos eletroforese utilizando-se o0 mesmo kit (anexo 5). O seqiienciamento teve como

finalidade identificar o tipo de ESBL produzidas pelos isolados clinicos estudados, as
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possiveis mutacdes e sua associacdo com o fendtipo de resisténcia apresentado. A
quantificacdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando o marcador Low DNA mass
ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em gel de agarose. E o DNA cromossomal foi
mensurado utilizando o espectrofotémetro de acido nucléico (ACTGene, Avans,
Biotecnology, Taiwan).

As sequéncias dos genes blatem, blashy, blactx-m € blaoxa foram determinadas
utilizando-se Big Dye Terminator Kit v3.1 (Applied Biosystems, USA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Na reacdo de sequenciamento foram utilizados os
seguintes reagentes para 10uL de volume final de reacéo: 2uL de tampéo (solucéo
“Save Money”); 1uL dos iniciadores senso ou antissenso (3,3uM); 1uL de Big Dye,
Terminator (Applied Biosystems, USA); 4gua ultrapura (pra completar o volume de
reacao) e cerca de 20ng de DNA cromossomal ou plasmidial.

Para o sistema da reacdo utilizou-se a seguinte ciclagem: 1min a 96°C;
seguido de 25 ciclos de 10seg a 96°C, 5seg a 50°C, 4min a 60°C e um ciclo de 4°C
por tempo indeterminado. Em seguida, retirou-se a placa para seguir a precipitacao
do produto da reacdo de sequenciamento para a retirada de nucleotideos néo
incorporados pela técnica de preciptacdo por Etanol/EDTA/Acetato de sédio
conforme descrito no anexo 6. Antes de aplicar a placa, as amostras foram
ressuspensas em 10uL de formamida Hi-Di, e imediatamente os precipitados foram
aguecidos a 95°C por 1min e em seguida foram submetidos a eletrofeorese no
aparelno ABI 3130 Genetic Sequancer Analyzer (Applied Biosystems) para que
fosse feita a eletroforese em gel.

A viabilidade dos fragmentos isolados foi analisada pela qualidade das
sequéncias obtidos utilizando o programa Electropherogram quality analysis do

Laboratério de Biologia Molecular da uUnB
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(http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Para obter os contigs das amostras

realizou-se um alinhamento utilizando a ferramenta ClustalW2 - Multiple Sequence
Alignment, afim de se obter as sequénicas consensos. E em seguida, as amostras
foram comparadas com sequéncias homélogas depositadas em banco de dados
publicos (NCBI/GenBank/BLAST) para verificar se a identidade das sequéncias
correspondia ao esperado para cada gene estudado.

A identificagcdo das mutagbes foi realizada utilizando o site:

http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp, onde sdo descritas as posi¢cdes nas quais

ocorreram as mutacdes para cada tipo de ESBL. Este site foi criado no intuito de se
estabelecer uma classificacdo para as B-lactamases de espectro estendido e das
sequéncias de aminoacidos para TEM, SHV, OXA e CTX de espectro estendido,
permitindo assim padronizar uma nomenclatura para os diferentes tipos de ESBL e

tornar mais facil a identificacdo das substituicdes de aminoacidos.


http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html
http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Suscetibilidade antimicrobiana apresentada pelas cepas Gram-

negativas produtoras de ESBL

Como se pode observar na tabela 6 todas as cepas produtoras de ESBL
estudadas apresentaram sensibilidade ao cloranfenicol (100%) e ao imipenem
(100%), assim como a maioria também n&o apresentou resisténcia ao antibiotico
amicacina (91,7%). A maioria dos isolados apresentou resisténcia a ciprofloxacina
(91,7%) e a tetraciclina (91,7%), com excec¢ao da cepa 4 (Serratia spp.) que teve
sensibilidade a ambos antibioticos. A espécie bacteriana que apresentou
resisténcia a um maior niumero de antibioticos foi a E. coli sendo que, para seis
isolados de E. coli foram obtidos os seguintes resultados: 33,4% resistentes ao
cefepime, 16,7% resistentes a ceftazidima e 100% resistentes a tetraciclina. Para
dois isolados de Serratia spp. foram obtidos os seguintes resultados: 50%
resistentes a cefepime, 50% resistentes a ciprofloxacina e 50% resistentes a
tetraciclina. Para dois isolados de B. cepacia e Pseudomonas spp.: 100% foram

resistentes a ciprofloxacina e a tetraciclina.



Tabela 6 — Teste de suscetibilidade (Etest®) realizado nas 12 bactérias

Gram-negativas produtoras de ESBL.

Bactéria
Antibiético E. coli Serratia spp. B. cepacia Pseucsjg‘r)n.onas
(n=6) (n=2) (n=2) (n=2)

S SR R S SR R S SR S SR
Amicacina 5 1 - 2 - - 2 - 2 -
Cefepime 1 3 2 1 - 1 1 1 1 1
Ceftazidima - 5 1 1 1 - 1 1 1 1
Cefoxitina 3 1 - 1 1 - 2 - 1 1
Ciprofloxacina - - 6 1 - 1 - - - -
Cloranfenicol 6 - 2 - - 2 - 2 -
Imipenem 6 - - 2 - - 2 - 2 -
Tetraciclina - - 6 1 - 1 - - - -

Legenda: S = Sensivel; SR = Sensibilidade Reduzida; R = Resisténcia. (Adaptado de Ferreira et al., 2010).

A utilizacdo de mais de um antibiético na deteccdo de ESBL aumenta
significativamente a sensibilidade de identificacdo de uma cepa produtora de
ESBL (Pitout, 2004; CLSI, 2005; Tofteland, 2007). Contudo, a utilizagdo de um
maior nimero de antibiéticos se torna mais onerosa e trabalhosa, principalmente
nos laboratérios que nao utilizam os métodos automatizados. Assim a escolha

dos antibiéticos baseou-se nos protocolos pelo Ministério da Saude (MS) e

Comisséao de Controle de Infeccédo Hospitalar (CCIH).
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O carater de resisténcia em algumas enterobactérias a diferentes antibiéticos

esta associado a presenca de genes de resisténcia a diferentes antibidticos -

lactamicos e ndo-B-lactamicos, como por exemplo, aminoglicosideos, trimetropim,

fluoroquinolonas, sulfamidas, entre outros. Os isolados de E. coli utilizados neste

estudo apresentaram resisténcia ndo s aos B-lactamicos testados, mas também a

antibiéticos ndo p-lactamicos como tetraciclina (100%), ciprofloxacina (100%),

ceftazidima (16,7%) e cefepime (25%). Estes resultados corroboram com estudos

realizados em outras regides geograficas, como em Curitiba (Nogueira et al., 2006),
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Cambodia (Ruppé et al., 2009) e Portugal (Gongalves, 2010), estando presente em
isolados produtores de ESBL (Cornaglia et al., 2008).

A resisténcia a ciprofloxacina foi verificada em quase todas as bactérias
produtoras de ESBL, em especial na E. coli. Assim como em isolados de E. coli
(48,5%) em um hospital na Venezuela (Akpaka & Swanston, 2008). Em outros
estudos realizados por Sharma e cols. (2010) na india e por Hassan e cols. (2011)
no Paquistdo também foi demonstrado a resisténcia a ciprofloxacina em E. coli de
92% e de 85%, respectivamente. Entretanto, a suscetibilidade ao imipenem
(carbapenémico) e a amicacina (aminoglicosideo) indica que estes antibidticos ainda
podem ser utilizados na terapia das infeccbes causadas por cepas produtoras de
ESBL indicadas nesta pesquisa, uma vez que 0 imipenem € o antibiético mais
indicado para o tratamento de infec¢cdes ocasionadas por bactérias produtoras de
ESBL (Shahcheraghi et al., 2009; Lewis et al., 2007). Esta suscetibilidade ao
imipenem também foi detectada em 91% dos isolados ESBL positivos no estudo de
Hassan e cols (2011), no Paquistéo.

Além disso, a prevaléncia de cepas produtoras de ESBL varia entre regides
geograficas e hospitais (Coque et al., 2008; Kiratitshi et al, 2008), sendo que as
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae estdo amplamente
disseminadas, tendo sido reportadas nos EUA, Grécia, Reino Unido, Franca,
Portugal, Holanda, Bolivia, Peru, Brasil, Paquistdo, india, entre outros (Lago et al,
2010; Sharma et al., 2010; Hassan et al., 2011). E a espécie mais isolada é K.
pneumoniae, seguida da E. coli (Kumar et al., 2006; Romanus et al, 2009).

Entretanto, nos ultimos anos, este perfil tem se alterado e nos ultimos anos a
E. coli é a bactéria produtora de ESBL mais freqiientemente isolada (Ruppé et al.,

2009). indices semelhantes foram reportados no Brasil por Lago e cols. (2010) que
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detectaram 96 (46,2%) bactérias identificadas como E. coli como produtoras de
ESBL. Soares e cols. (2005) demonstraram que a prevaléncia em E. coli foi de 1,6%
em S&o Paulo, 1,5% em Porto Alegre e 13,7% no Rio Grande do Sul. Dados de
Nogueira e cols. (2006), num estudo realizado em pacientes hospitalizados em
Curitiba, mostraram que a prevaléncia de isolados produtores de ESBL em
enterobactérias foi de 24,3%, sendo que em E. coli, a prevaléncia foi de 7,2%.

Estudos em hospitais na Tailandia e no Ird demonstraram que a freqiéncia de
E. coli produtora de ESBL é de 13,2% (Kiratisin et al., 2008) e 16,8% (Mansouri &
Ramazanzadeh, 2009), respectivamente. Neste estudo, das 12 bactérias ESBL
positivas, oito pertencem a familia Enterobacteriaceae, onde seis isolados eram da
espécie E. coli e dois do género Serratia spp., correspondendo respectivamente a 50
e 16,6% do total das amostras isoladas; e quatro pertencentes a familia
Pseudomonadaceae,onde dois isolados eram da espécie B. cepacia e do género
Pseudomonas spp, ambas correspondendo a 16,7% das amostras deste estudo,
conforme descrito na tabela 7. Os géneros e as espécies foram confirmados pela
técnica de 16S rRNA (Comunicac¢do pessoal: Cristina Motta Ferreira).

Com relacéo ao teste fenotipico confirmatério, utilizando Etest ESBL®, pode-
se observar que 12/17, apresentaram o fendtipo positivo para ESBL. As
Enterobactérias produtoras de ESBL destacam-se entre os patdgenos bacterianos
por algumas apresentarem multirresisténcia disseminadas por varios paises, como
Portugal, Grécia, Suica, Holanda, Alemanha e Egito (Augusti et al., 2007, Al-Zarouni
et al., 2008, Kiratishi et al., 2008) e Brasil (Dropa et al., 2006; Nogueira et al., 2006;
Lago et al., 2010) sendo isoladas com muita freqiéncia de amostras clinicas e estédo
associadas a infeccbes nosocomiais, e ao alto nivel de morbidade e mortalidade

(Branger et al., 2005; Shahcheraghi et al., 2009).



Tabela 7 — Bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL
identificadas dos pacientes com doengas hematolégicas da
Fundacdo HEMOAM.

ESBL positiva

Bactéria N o

0
Escherichia coli 6 50
Serratia spp. 2 16,6
Burkholderia cepacia 2 16,7
Pseudomonas spp. 2 16,7
Total 12 100

Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 2010.

Apesar das enzimas ESBL serem produzidas principalmente entre
membros da familia Enterobacteriaceae, também podem estar presentes na
familia Pseudomonadaceae. Nos dados obtidos neste trabalho quatro (100%)
isolados da familia Pseudomonadaceae apresentaram fendtipo positivo para
ESBL, apresentando maior frequéncia de isolados, depois da E. coli (Picdo e
Gales, 2007; Shacheraghi et al., 2009).

As Pseudomonas spp. produtoras de ESBL que estdo distribuidas em
todas as regides geograficas apresentam resisténcia ndo s6 as cefalosporinas de
terceira geracdo, mas também ao imipenem, que € um antibiotico B-lactamico
(Picdo e Gales, 2007; Shacheraghi et al., 2009). Todas as bactérias Gram-
negativas foram confirmadas pela técnica 16S RNAr.

A presenca de ESBL em espécies ndo enterobactérias (Pseudomonas spp.
e B. cepacea) demonstradas neste estudo demonstram a necessidade de estudos
fenotipicos e genotipicos serem realizados em bactérias ndo enterobactérias nos
laboratorios de rotina ndo s6 da Fundacdo HEMOAM, mas também em outros

hospitais que fazem uso de cefalosporinas de amplo espectro.
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Na figura 9 é apresentado um resultado tipico da analise pelo Etest ESBL
em algumas cepas de E. coli. Em A e B, o fenétipo foi negativo, ou seja, as cepas
nao eram produtoras de ESBL. Em C e D o fendétipo observado foi positivo para a
producdo de ESBL e em E, € demonstrada a cepa K. pneumoniae ATCC 700603
que foi escolhida pelo CLSI como controle positivo para os testes confirmatérios

de deteccdo de ESBL.

s b ey,
"’//,’4/” e >

[Foto: Willlam A, Ferreira

Eath-WillRmAZESMER [Foto: Willlam A. Ferreira

Figura 9 — Deteccdo de ESBL pelo Etest® ESBL. Antibidticos: CT e
CT/CTL (fita superior de cada placa), TZ e TZ/TZL (fita inferior em
cada placa). A a D sdo amostras clinicas de E. coli. A e B: ESBL
negativa; C e D: ESBL positivo; E: K. pneumoniae ATCC700603
(controle positivo).
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4.2. Deteccéo e caracterizacdo dos genes blagsg.

Para as 12 bactérias Gram-negativas ESBL positivas foi obtido o DNA
plasmidial (figura 10) e o DNA cromossomal (dados ndo mostrados). As bandas
apresentaram tamanho molecular variando entre 3,5 e 7,0Kkb e acima de 10kb
(Serratia spp. — cepa 18; E. coli — cepas 34, 37 e 39). A Serratia liquefaciens (cepa
19) apresentou o perfil fenotipico identificado como ESBL indeterminada e nao

houve o aparecimento de DNA plasmidial.

7 Kb

3.5Kb

7 Kb

3.5Kb

Figura 10 — Deteccdo de DNA plasmidial em cepas Gram-
negativas ESBL positivas. Eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em
transiluminador de luz azul. M: Ladder 2 a 10 Kb (Promega);
3: Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B.
cepacia; 15: E. coli; 17: E. coli; 18: Serratia spp.; 21: E. coli;
26: P. stutizery; 34: E. coli; 37: E. coli; 39: E. coli; 19: Serratia
liquefaciens.
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4.2.1. Deteccédo dos genes blatem

Os resultados para a deteccao do gene blatgy cromossomal e plasmidial dos
12 isolados produtores de ESBL sdo mostrados nas figuras 11 e 12. Para o DNA
cromossomal, nove cepas apresentaram o fragmento esperado (867pb)
correspondente a regido codificadora do gene, que foram: B. cepacia (12TC); B.
cepacia (13TC); E. coli (15TC); E. coli (17TC); Serratia spp. (18TC); P. stutizery

(21TC); E. coli (34TC) e E. coli (37TC).

16T 21 %34 M 713 N B
3TC 4TC 1213 M 15 17 Ng B
LA L, ¢ X NI

2072 pp—» — <4——2072pb
1500 pb —> - - <4—1500 pb
867 pbp —» _—. aw e s -
600 pb —» — —_— <4—600 pb

Figura 11 — Deteccéo do gene blargy cromossomal de bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em
transiluminador de luz azul. M: Marcador (100pb DNA Ladder, Invitrogen); B: branco; NgTC: controle
negativo. 3: Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B. cepacia; 15: E. coli; 17: E. coli;
18: Serratia spp.; 21: E. coli; 26: P. stutizery; 34: E. coli; 37: E. coli; 39: E. coli.

A partir do DNA plasmidial, 11 cepas apresentaram o fragmento esperado
(867pb) correspondente a regido codificadora do gene, que foram: Pseudomonas
spp. (3); Serratia spp. (4). B. cepacia (12); B. cepacia (13); E. coli (15); E. coli (17);
Serratia spp. (18); P. stutizery (21); P. stutizery (26); E. coli (34); E. coli (37) e E. coli

(39).
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Figura 12 — Deteccdo do gene blargy plasmidial de bactérias Gram-negativas produtoras de
ESBL. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado
em transiluminador de luz azul. M: Marcador (100pb DNA Ladder, Invitrogen); B: branco; Ng:
Controle negativo. 3: Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B. cepacia; 15:
E. coli; 17: E. coli; 18: Serratia spp.; 21: E. coli; 26: P. stutizery; 34: E. coli; 37: E. coli; 39: E.
coli.

A cepa 4 (Serratia spp.) ndo apresentou nenhuma banda corresponde ao
gene blargy, tanto a partir do DNA plasmidial como a partir do cromossomal. Outra
cepa que também ndo apresentou banda (DNA cromossomal) ap6s a PCR foi a 3
(Pseudomonas spp.). Para a cepa 4, o DNA plasmidial apresentou apenas uma
banda apds a extracao.

A confirmagéo do gene blargm foi obtida por sequenciamento nucleotidico e
apenas em nas cepas 3 (Pseudomonas spp.) e 37 (E. coli) foi possivel confirmar a
presenca deste gene (Figura 13). Quando comparadas com as sequéncias
depositadas no banco de dados (NCBI) foi confirmado que gene blargm descritos
neste trabalho correspondem ao tipo TEM-1. Com isto, pode-se assim, inferir que
estas possuem no plasmideo o gene blargu.1, OU Seja, provavelmente estas cepas
carreiam o gene para a p-lactamase classica, que € comumente mediada por
plasmideos e ndo é uma ESBL (Patterson et al., 2005). Estes resultados corroboram

com os dados apresentados por Lim e cols. (2009) em isolados de E. coli.
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Figura 13 — Esquema representativo do tamanho das sequéncias para blargy.;0btidas neste estudo
(cepas 3 e 4) e o local na sequéncia de referéncia (TEM-1 GU73469.1) onde elas estédo

possivelmente inseridas.

Provavelmente, o fendtipo positivo para ESBL identificado nestas cepas nao
estaria associado a este gene. Entretanto ele apresenta importancia médica, pois a
caracteristica desta enzima TEM-1 € apresentar resisténcia as penicilinas e
cefalosporinas de 12 geracdo, como por exemplo, a cefalotina, ou seja, ndo possui
caracteristicas para resisténcia aos antibiéticos de amplo espectro (Bradford, 2001;
Bush et al., 2009; Bush et al., 2010). Nesta pesquisa ndo houve a utilizacdo de

cefalosporinas de 12 geragdo e nem de penicilina por ndo estarem no protocolo

clinico dos antibidticos utilizados na Fundagdo HEMOAM.

4.2.2. Deteccédo dos genes blaspyy

A detecgcdo do gene blasyy no cromossomo ocorreu em 11 cepas, 0 que
corresponde a 83,4% dos 12 isolados ESBL positivos, que apresentaram o
fragmento de 867pb correspondente a regido codificadora. Observa-se na figura 14

gue somente a cepa 39 (E. coli) ndo possui 0 gene blasyy ha cepa. As amostras nos
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géis (a e b) correspondem a: Pseudomonas spp. (3); Serratia spp. (4). B. cepacia
(12); B. cepacia (13); E. coli (15); E. coli (17); Serratia spp. (18); P. stutizery (21); P.
stutizery (26); E. coli (34); E. coli (37) e E. coli (39).

Algumas cepas apresentaram fragmentos com tamanhos distintos. Apenas as
cepas 3, 4, 15 (banda dupla) e 18 (banda dupla) tinham bandas correspondentes a
cepa controle. Para todas as amostras somente as bandas correspondentes ao
tamanho esperado foram utilizadas para analises posteriores. Com relacdo as
bandas inespecificas observadas, estudos adicionais, como por exemplo
sequeciamento destes fragmentos, devem ser realizados no intuito de confirmar o

carater inespecifico ou se correspondem a variacao genética de blaspy.

3 4 12 1315 17Kp M B

~867pb —
600pb e ~867pb

600ph—p

Foto: Nayanne Cristina

Figura 14 — Detecgdo do gene blasyy no DNA cromossomal de bactérias Gram-negativas produtoras
de ESBL. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em
transiluminador de luz azul. B: Branco; Kp: Controle positivo (K. pneumoniae ATCC 700603). 3:
Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B. cepacia; 15: E. coli; 17: E. coli; 18: Serratia
spp.; 21: E. coli; 26: P. stutizery; 34: E. coli; 37: E. coli; 39: E. coli.

A partir do DNA plasmidial, o gene blasyy foi identificado em oito dos doze
isolados, o que corresponde a 66,6%, com fragmento de 867pb correspondente a
regido codificadora. Na figura 15 observa-se a amplificacdo do gene blasyy em

Pseudomonas spp. (cepa 3), B. cepacia (cepas 12 e 13), E. coli (cepas 15, 17, 21,
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34 e 39). As amostras no gel correspondem a: Pseudomonas spp. (3); Serratia spp.
(4). B. cepacia (12); B. cepacia (13); E. coli (15); E. coli (17); Serratia spp. (18); P.

stutizery (21); P. stutizery (26); E. coli (34); E. coli (37) e E. coli (39).

867pb

867pb

Figura 15 — Deteccéo do gene blasyy no DNA plasmidial de
bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL. Eletroforese
em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen)
e visualizado em transiluminador de luz azul; M: 100pb DNA
Ladder Invitrogen; B: Controle negativo; AlKp: Controle
positivo (K. pneumoniae ATCC 700603). 3: Pseudomonas
spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B. cepacia; 15: E.
coli; 17: E. coli; 18: Serratia spp.; 21: E. coli; 26: P. stutizery;
34: E. coli; 37: E. coli; 39: E. coli.

As cepas 26 (P. stutizery) e 37 (E. coli) ndo apresentaram nenhuma banda
corresponde ao gene blasyy, no DNA plasmidial. As cepas 4 e 18 (ambas Serratia
spp.) apresentaram fragmentos apenas no cromossomo, enquanto que os isolados
12 (B. cepacia), 13 (B. cepacia), 17 (E. coli), 21 (E. coli), 34 (E. coli) e 39 (E. coli)
apresentaram fragmentos apenas no plasmideo. E as cepas 3 (Pseudomonas spp.)
e 15 (E. coli), foram as unicas onde se observou a presenca do fragmento
correspondente ao gene esperado tanto no DNA cromossomal, como no plasmidial.

A analise da sequéncia nucleotidica dos fragmentos génicos indicou

similaridade com o gene blasyy.; para as cepas de Pseudomonas spp. (cepa 3), de
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duas Serratia spp. (cepa 4 e 18), E. coli (cepa 15) conforme se observa na figura 16.
A SHV-1 é uma pB-lactamase comumente encontrada no Cromossomo e
principalmente observada na espécie K. pneumoniae (Hammond et al.,, 2007,

Haanpera et al., 2008).

s
AF148850
1pb

780pb
599pb
119pb 718pb
562pb
109pb 670pb
568pb
Cepa 15
113pb 680pb
519pb
copars [
227pb 745pb

Figura 16 — Esquema representativo do tamanho das sequéncias para blasyy.; obtidas neste estudo
(cepas 3, 4, 15 e 18) e o local na sequéncia de referéncia (SHV-1 AF148850) onde elas estédo

possivelmente inseridas.

Entretanto, esta enzima também ¢é encontrada em plasmideos e é
considerada uma p-lactamase plasmidial classica da qual as mutacfes nesta
progenitora (SHV-1) ddo origem as ESBL distintas entre as SHV. A pesar de serem
frequentemente codificadas por genes plasmidiais em E. coli (Bush et al., 2010),

também tem sido encontradas em E. coli e em bactérias ndo enterobactérias como
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P. aeruginosa (Jiang et al., 2006) e Citrobacter spp. (Jones et al., 2009), para este

estudo ndo houve identificacdo no DNA plasmidial.

4.2.3. Deteccédo dos genes blactxwm

O gene blactx.v cromossomal foi detectado em 10 dos 12 isolados, 0 que
corresponde a 83,4%, com fragmento de 593pb correspondente a regido
codificadora. Na figura 17 observa-se que nas cepas 3 (Pseudomonas spp) e 4
(Serratia spp.) houve amplificacdo de mais de uma banda e nenhuma delas no
tamanho esperado, assim estas ndo foram utilizadas no sequienciamento por ser

considerada como amplificacéo inespecifica.

~593pb <— 600pb

~593pb 600pb

Figura 17 — Detec¢do do gene blactxyy ho DNA cromossomal de bactérias Gram-
negativas produtoras de ESBL. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR
Safe (Invitrogen) e visualizado em transiluminador de luz azul; M: 100pb DNA Ladder
Invitrogen; B: branco. 3: Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B.
cepacia; 15: E. coli; 17: E. coli; 18: Serratia spp.; 21: E. coli; 26: P. stutizery; 34: E. coli;
37: E. coli; 39: E. coli.

O gene blacrx.m foi observado ap6s a PCR utilizando o DNA plasmidial nas 12
cepas estudadas com amplificacdo do fragmento esperado de 545pb indicado pela

seta na figura 18. As amostras no gel correspondem a: Pseudomonas spp. (3);
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Serratia spp. (4); B. cepacia (12); B. cepacia (13); E. coli (15); E. coli (17); Serratia

spp. (18); P. stutizery (21); P. stutizery (26); E. coli (34); E. coli (37) e E. coli (39).

M
3 4 12 Ng 1315 17 B 18 21 26 Ng M 34 37 39 B
2072p —p - 2072p —» ="
™ 600ph ‘
600ph i = ~545ph > e P v D e e —
~545pb —> - - 2-———

Figura 18 — Deteccao do gene blacrxy N0 DNA plasmidial de bactérias Gram-negativas produtoras de
ESBL. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em
transiluminador de luz azul; M: 100pb DNA Ladder Invitrogen; B: branco; Ng: controle negativo. 3:
Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B. cepacia; 15: E. coli; 17: E. coli; 18: Serratia
spp.; 21: E. coli; 26: P. stutizery; 34: E. coli; 37: E. coli; 39: E. coli.

Muitos estudos tém sido realizados no Brasil para elucidagcdo das enzimas
ESBL e estes indicam que a CTX-M é mais frequiente e prevalente no pais (Bonnet,
2004). A disseminacdo rapida e mundial destas enzimas esta provavelmente
associada ao sucesso do rearranjo genético ocorrido devido as muta¢gbes pontuais
ocorridas em sua seqiiéncia nucleotidica. Este grupo tem sido detectado na Africa,
Ameérica do Norte, América do Sul, Europa e Asia (Mendonca et al., 2007). A alta
prevaléncia de bactérias produtoras de ESBL tipo CTX-M em E. coli foi detectada
neste estudo, conforme descrito na literatura (Tofteland et al., 2007; Fang et al.,
2008).

A principal caracteristica das enzimas CTX-M é hidrolizar cefotaxima melhor
que ceftzidima, e algumas também sdo capazes de hidrolisar cefepime segundo

Bush et al. (2010). Como se pode observar neste estudo, trés (21, 34 e 37) isolados
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de E. coli apresentaram sensibilidade reduzida e dois (17 e 39) apresentaram
resisténcia ao cefepime. Assim como uma cepa de Pseudomonas spp. (3) e uma
(12) de B. cepacia que demonstraram também sensibilidade reduzida, e uma
Serratia spp. (4) apresentou sensibilidade ao cefepime.

Na deteccdo molecular dos genes para CTX-M, observou-se que todos o0s
isolados apresentaram este gene tanto no cromossomo quanto no plasmideo.
Entretanto, na Pseudomonas spp. (cepa 3) observou-se a presenca apenas no
plasmideo e na Serratia spp (cepa 4) nao foi detectado gene plasmidial ou
cromossomal. Todos os genes amplificados pela PCR foram sequenciados e devido
a similaridade da sequiéncia com a comparada no banco de dados, pode-se inferir
gue estas pertencem ao subgrupo CTX-M-15 (figura 19).

CTX-M-15 ——— —  n r  mp r @
HQ175999  1pb 420pb 863 pb

Cepa3 . |
392pb B31ph
452pb
Cepa 12 |
289pb 680pb
Cepa 13 4550b
287pb 440pb B81pb
Cepa 15 |
301pb 680pb
454pb
Cepa 17 e |
287ph 650ph
445ph
Cepa 18 - |
266pb 680pb
457pb
Cepa 21 —
285ph 339pb p
Cgpa 26 ]
289b BE0pb
455pb
Cepa 34 ]
287pb B81pb
512pb
Cepa 37 - -~ ]
224pb B75pb
449ph
Cepa 39

Figura 19 — Esquema representativo do tamanho das sequéncias para blacrx.v.15 obtidas neste estudo
(cepas 3, 12, 13, 15, 17, 18, 21, 26, 34, 37 e 39) e o local na sequéncia de referéncia (CTX-M-15

HQ175999) onde elas estdo possivelmente inseridas.
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Este resultado é semelhante ao da literatura que mostra que dentre as
enzimas que compde a familia CTX-M, a CTX-M-15 é a mais comumente isolada no
mundo (Shakil & Khan, 2010) e vem substituindo a prevaléncia de variantes de TEM
e SHV (Livermore, 2009). Dados de Coque et al. (2008) demonstram que em sete
anos (2000-2007) os plasmideos envolvidos na disseminacdo da ESBL CTX-M-15
de origem hospitalar, na Europa, foram encontrados em paises como Espanha,
Portugal, Itdlia, Turquia, Suica, Franca, Canada, india, Noruega e Kuwait nas

espécies de E. coli e K. pneumoniae.

4.2.4. Deteccédo dos genes blaoxa
O gene blapxa cromossomal foi detectado em 10 (83,4%) dos 12 isolados,
com fragmento de 885pb. Na figura 20 observa-se que nas cepas 3 (Pseudomonas

spp) e 4 (Serratia spp.) ndo houve amplificacdo do fragmento génico.

3 4 12 13 15 17 18 21 26 M
-~ | —
885ph —» - e e e e e -’ <— 600ph
34 77 39 Kp B A
~ —
B85PD — P e - - B «— 600pb

Foto: Nayanne Oliveira

Figura 20 — Deteccao do gene blagxa N0 DNA cromossomal de bactérias
Gram-negativas produtoras de ESBL. Eletroforese em gel de agarose
1% corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em transiluminador
de luz azul; M: 100pb DNA Ladder Invitrogen; B: Branco; Kp: controle
negativo. 3: Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B.
cepacia; 15: E. coli; 17: E. coli; 18: Serratia spp.; 21: E. coli; 26: P.
stutizery; 34: E. coli; 37: E. coli; 39: E. coli.
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O gene blapxa, apos a PCR a partir DNA plasmidial foi detectado em 11 dos
12 isolados com DNA plasmidial, com fragmento de 885pb correspondente a regido
codificadora. Na figura 21 observa-se que apenas na cepa 4 (Serratia spp.) nédo

houve amplificacdo do fragmento esperado do gene.

- 600ph

18 21 26 34 M 37 39 B 3Ng

885pb—>--¢-.--
- 600pb

Foto: Nayanne

Figura 21 — Detec¢é@o do gene blagxa N0 DNA plasmidial de
bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL. Eletroforese
em gel de agarose 1% corado com SYBR Safe (Invitrogen) e
visualizado em transiluminador de luz azul; M: 100pb DNA
Ladder Invitrogen; B: Branco; A1Kp e 3Ng: controle negativo.
3: Pseudomonas spp; 4: Serratia spp.; 12: B. cepacia; 13: B.
cepacia; 15: E. coli; 17: E. coli; 18: Serratia spp.; 21: E. coli;
26: P. stutizery; 34: E. coli; 37: E. coli; 39: E. coli.

Para o gene blapxa, 0 subgrupo encontrado foi OXA-1 em todos os isolados
nos quais foi detectada a presenca do gene (figura 22). O tipo OXA-1 € uma das
enzimas mais comumente encontradas na familia Enterobacteriaceae (Boyd &
Mulvey, 2006; Mendonca et al. 2006). Estudo realizado por Shacheraghi e cols
(2009) em um hospital no Ird, indicou que o subgrupo blapxa.1 €stava presente em
28 (24,4%) isolados produtores de ESBL e as demais ESBL tipo OXA tem sido
encontradas principalmente em P. aeruginosa. O tipo OXA-1 é capaz de hidrolisar

cefotaxima, ceftazidima e aztreonam (Paterson et al., 2005).
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Figura 22 — Esquema representativo do tamanho das sequéncias para blaoxa.1 Obtidas neste estudo
(cepas 12, 13, 15, 17, 18, 21, 26, 34, 37 e 39) e o local na sequéncia de referéncia (OXA-1 J02967)

onde elas estéo possivelmente inseridas.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, a maioria das
bactérias apresentou sensibilidade reduzida a ceftazidima e apenas uma (E. coli)
apresentou resisténcia a este antibiético. Com estes dados ndo se pode afirmar que
a resisténcia a ceftazidima esteja relacionada a OXA-1, pois o tipo CTX-M também
confere resisténcia a este antimicrobiano. Possivelmente, a coexisténcia de CTX-M-
15 e OXA-1 podem ter possibilitado a identificacdo destas cepas como produtoras

de ESBL.

4.2.5. Caracterizacdo dos genes bla
Cepas produtoras de ESBL foram testadas para a presenca de genes blargw,

blactx-m, blaoxa € blaspy, pois a maioria das ESBL pertencem as familias TEM e
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SHV, entretanto, as familias OXA e principalmente CTX-M tem crescido de forma
significativa nos ultimos anos (Livermore, 2009). Na tabela 8 pode-se verificar que
todos os isolados bacterianos produtores de ESBL apresentaram os quatro genes
estudados associado a codificacdo da enzima B-lactamase (bla), exceto a cepa 4
(Serratia spp.), que apresentou apenas dois genes (TEM e SHV) e cepa 37 (E. coli)
que ndo apresentou o gene para SHV.

Das 12 bactérias submetidas a PCR utilizando DNA cromossomal para a
identificacdo dos genes blargy, blaspy, blactx-m € blaoxa, em nove foi amplificado um
fragmento de 867pb, em quatro um fragmento de 867pb, em 10 um de 593pb e em
10 um fragmento de 885pb, respectivamente. E para o DNA plasmidial, 12
apresentaram fragmentos correspondentes para blargyw € blactx.m, 8 para blaspy € 11

para blapxa.

Tabela 8 — Identificacdo dos genes blarew, blasny, blactx.m € blaoxa no DNA
cromossomal e plasmidial das bactérias Gram-negativas.

Genes amplificados (bla)

Amostra Bactérias TEM | SHV | CTX | OXA
c PpP|C P|C P|C P
3 Pseudomonas spp. X | X X X X
4 Serratia spp. X X
12 B. cepacia X X X | X X | X X
13 B. cepaia X X X X X | X X
15 E. coli X X | X X | X X X X
17 E. coli X X X X X | X X
18 Serratia spp. X X | X X X | X X
21 E. coli X X X X X | X X
26 P. stutizery X X X X | X X
34 E. coli X X X X X | X X
37 E. coli X X X X X X
39 E. coli X X | X X | X X
Total 9 12 4 8 10 12 10 11

Legenda: C = cromossomo; P = plasmideo; X = detec¢éo do gene.
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Na tabela 9 observa-se resumidamente o gendtipo dos 12 isolados ESBL
positivos, onde apenas uma cepa (Serratia spp.) carreava dois tipos de genes,
blasyy € blactx-m. As cepas 37 (E. coli) e 3 (Pseudomonas spp.) carreava genes para
blatem, blactx e blaoxa € 0s demais isolados (9) apresentaram todos os genes

estudados (b|aTE|\/|, b|ac'rx, b|ao)(A e b|a5|-|\/).

Tabela 9 — Identificacdo dos genes codificadores de ESBL nas 12 bactérias
Gram-negativas produtoras de ESBL pela PCR.

Genotipo Bactéria No. de isolados
blaspy + blacTxm Serratia spp.
Psedomonas spp.

E. coli
Serratia spp.
blatem + bIaSHV + b|aCTx-|\/| + B. cepacia
blaoxa Psedomonas spp.
E. coli
Total

blarem + blacrtx-m + blaoxa

RlorNvRrRrRPR

A presenca na mesma bactéria de mais de um gene em plasmideos
possibilita 0 aumento de seu espectro de acdo aos antibidticos e consequentemente
sua possibilidade de disseminacdo (Dropa, 2006). Estes dados demonstram a
presenca de trés das ESBLs mais comuns: TEM (100%), SHV (66,7%) e CTX-M
(100%) nas bactérias estudadas, assim como nos resultados observados por Ryoo e
cols. na Coréia (2005) e por Oliveira e cols. (2009), no Rio Grande do Sul, que
identificaram a presenca dos trés genes TEM (63,6%), SHV (40,9%) e CTX (4,5%)
em cepas de E. coli isoladas de ambiente hospitalar.

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL) representam, sem duavida, o

principal mecanismo de resisténcia em Enterobactérias, sendo os plasmideos
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apontados como 0s principais responsaveis pela disseminacdo deste tipo de
resisténcia, bem como a aquisicdo de resisténcia a diversos antibioticos e de
disseminacao entre diferentes espécies de bactérias Gram-negativas. Além disso, a
ocorréncia de bactérias ndo-enterobactérias produtoras de ESBL também tem
aumentado, sendo necessario avaliar na rotina laboratorial a presenca destas. Nos
altimos anos as cepas produtoras de ESBL tém aumentado e se tornaram um
grande problema de saude publica mundial (Chaudhary & Aggarwal, 2004; Ruppé et
al., 2009; Dallenne et al., 2010).

A combinacdo de OXA-1 e TEM-1 com CTX-M-15 ja tem sido reportada no
Reino Unido (Livermore & Hawkey, 2005), Canada, india (Boyd et al., 2004),
Portugal (Mendonca et al, 2006) e na Bélgica, onde TEM-1 foi encontrada em 82% e
OXA-1 em 57% associadas a CTX-M-15 (Rodriguez-Villalobos et al., 2010). No
estudo apresentado neste trabalho apenas a cepa 37 (E. coli) apresentou esta
caracteristica de associacao dos trés genes.

As demais apresentaram CTX-M-15 associada a OXA-1. A bactéria Serratia
spp. (cepa 4) apresentou apenas o gene pra familia SHV-1. Na tabela 10, observa-
se o0 resultado do sequenciamento identificando a similaridade das sequéncias

(anexo 7) com as sequéncias depositadas no banco de dados.
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Tabela 10 — Identificacdo dos genes codificadores de ESBL nas 12 bactérias
Gram-negativas produtoras de ESBL apds o sequenciamento.

Genatipo Bactéria No. da cepa No. de

isolados
blashv-1 Serratia spp. 4 1
blatem-1 + blactxm-15 + blaoxa-1 E. coli 37 1
blashy-1 + blactxm-15 + blaoxa-1 E. coli 15 1
Serratia spp. 18 1
blatem-1 + blaspy-1 + blactx-m-1s Pseudomonas spp. 3 1
B. cepacia 12e 13 2
blactx-m-15 + blaoxa-1 E. coli 17,21,34 e 39 4
P. stutzery 26 1
Total 12

Segundo Bonnet (2004), os genes que codificam as enzimas CTX-M, em
isolados clinicos, tem sido isolados de plasmideos que apresentam variados
tamanhos (7Kb a 160Kb), podendo também coexistir com estes plasmideos os
genes blatem.1 € blapxa1 0Ou blapxaz. Esta combinacdo de genes também foi
observada na Coréia, Senegal e Espanha.

Nesta pesquisa todas as cepas que possuiram genes para CTX-M também
apresentaram para OXA-1, entretanto apenas na cepa 37 (E. coli) foi detectada
existéncia do gene blatem.1, coexistindo com blacrx-.m € blaoxa.1 conforme descrito
pelo autor. Além disso, estes plasmideos podem também conter genes associados a
multipla resisténcia, ou seja, ndo sO a antibidticos p-lactamicos, mas também a

aminoglicosideos, cloranfenicol, sulfamidas, trimetropim e tetraciclina.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e A presenca de multigenes (blatem, blasuy, blactxm € blapxa) € a
resisténcia a antibiéticos nao-p-lactamicos detectados nas enterobactérias e néo-
enterobactérias isoladas de amostras clinicas nesta pesquisa se torna relevante
pois, oferece informacdes a cerca da presenca de resisténcia a estes antibiéticos em
nossa regiao.

e A identificacdo de ESBL em espécies nao-enterobactérias mostra a
importancia de se pesquisar a presenca destas enzimas na rotina laboratorial e
molecularmente.

e A presenca de genes associados a producdo de ESBL plasmidiais em
cromossomos implica na possivel transferéncia destes em elementos moéveis como
transposons, porém estudos mais precisos necessitam ser realizados para se saber
0 que realmente esta possibilitando a ocorréncia destes genes em ambos os tipos
de DNA.

e A deteccdo de genes associados a producdo de ESBL foi detectada
tanto no DNA cromossomal quanto no plasmidial.

e A continuidade desta pesquisa envolvendo maior numero de isolados
clinicos, testes de suscetibilidade utilizando outros antibiéticos e a caracterizacao
destes genes em bactérias Gram-negativas, ndo s6 da Fundacdo HEMOAM, mas
em outros hospitais € necesséaria para melhor se compreender 0s mecanismos

evolutivos e de disseminacao das bactérias produtoras de ESBL na nossa regiéo.
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ANEXO 1 - Folha de aprovac&o emitida pelo Comité de Etica e Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa -~ CEP/UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas aprovou,
em reunido ordinaria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o Projeto de
Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°. 0306.0.115.000-09, intitulado:
“Caracterizaciio molecular das enzimas beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) de bactérias gram-negativas isoladas de amostras clinicas de pacientes
atendidos na Funda¢io HEMOAM?”, tendo como Pesquisadora Responsavel
Nayanne Cristina Oliveira da Silva Almeida .

Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 02 de dezembro 2009.

Prof. MSc. Plinio José Cavalcante Monteiro
Coordenador do CEP/UFAM

Rua Teresina, 495 — Adriandpolis — Cep. 69.057-070 — Manaus/AM — Fone: (92) 3305-5130
E-mail: cep@ufam.edu.br
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ANEXO 2 - Protocolo de extracdo de DNA total bacteriano pelo kit Easy

DNA™ (Invitrogen)

Isolamento do DNA

1. Adicionar 350uL de solucdo A (solucao de lise) na suspensao celular e
homogeneizar por inversédo cuidadosamente.

2. Incubar a 65°C em banho-maria por 20 min.

3. Adicionar 150uL de solucdo B (solucdo de precipitagdo) e homogeneizar
por inversao até que amostra esteja uniformemente viscosa (10 seg a 1 min).

4. Adicionar 500uL de cloroformio PA, vortexar até diminuir a viscosidade e a
mistura ficar homogénea.

5. Centrifugar em velocidade maxima (14.000rpm) por 15 min a 4°C para
separar as fases. Retirar com auxilio de uma pipeta o sobrenadante e transferir para

um novo tubo eppendorf.

Precipitacdo do DNA

6. Adicionar 1 mL de etanol 100% gelado gelado e homogeneizar por
inversao.

7. Incubar por 1 hora e 30 min em gelo.

8. Centifugar a 14.000 rpm por 12 min a 4°C.

9. Remover o etanol invertendo tubo.

10. Adicionar 500uL de etanol a 80% gelado e misturar por inverséo.

11. Centrifugar em velocidade maxima por 3 min a 4°C. Remover o etanol
residual com a pipeta. Deixar secar por 15 min.

12. Apos secar, ressuspender, cuidadosamente, o pellet em 50uL de também
TE.

13. Adicionar 2uL de RNAse a 2mg/mL para ficar numa concentracdo de
40ug/mL.

14. Incubar em banho-maria a 37°C por 30 min.

15. Armazenar os tubos contendo o DNA em freezer a -20°C.
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ANEXO 3 - Protocolo de extracdo plasmidial pelo kit Wizard® Plus SV

Minipreps DNA Purification System

Primeira Etapa: producao e purificacdo do DNA plasmidial.

1. Centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm o material bacteriano crescido em
meio LB liquido overnight a 37°.

2. Adicionar 250ul de Cell Resuspension Solution (CRS) e ressuspender o
pellet por vortex ou pipetagem.

3. Adicionar 250ul de Cell Lysis Solution (CLS) e inverter vagarosamente
umas 4 vezes (NAO VORTEXAR).

4. Incubar por 4 minutos.

5. Adicionar 10ul de Alkaline Protease Solution e incubar por 4 minutos.

6. Adicionar 350ul de Neutralization Solution e inverter imediatamente
(vagarosamente) umas 4 vezes.

7. Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm em temperatura ambiente.

8. Etiquetar tubo da coluna.

Sequnda etapa: obtencédo do plasmideo

9. Transferir o sobrenadante (~850ul) para a coluna com o tudo devidamente
etiquetado (sem pegar nenhum precipitado, caso isto ocorra, passar a coluna para
um tubo de 1,5ml e centrifugar novamente por 5 minutos).

10. Deixar por 2 minutos a temperatura ambiente.

11. Centrifugar por 1 minuto, 14.000rpm a temperatura ambiente (desprezar o
sobrenadante).

12. Adicionar 750ul de Collumn Wash Solution.

13. Centrifugar por 1 minuto, 14.000 rpm a temperatura ambiente (desprezar
0 sobrenadante).

14. Adicionar 250ul de Collumn Wash Solution.

15. Centrifugar por 2 minuto, 14.000 rpm a temperatura ambiente.

16. Transferir a coluna para tubo eppendorf de 1,5ml.

Terceira etapa: eluicdo do plasmideo




17. Adicionar 25ul de Nuclease Free Water.

18. Centrifugar por 1 minuto, 14.000 rpm a temperatura ambiente.

19. Adicionar 25ul de Nuclease Free Water.

20. Centrifugar por 1 minuto, 14.000 rpm a temperatura ambiente.

21. Descartar a coluna.

22. Armazenar o DNA plasmidial extraido a -20°C ou menos.
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ANEXO 4 - Protocolo de purificagdo para produto de PCR (GE

Healthcare®)

1. Captura da amostra

a) Adicionar 100uL de tampéao de captura 2 em 20uL de amostra.
b) Misture completamente.

2. Ligacao da amostra

a) Centrifugar o mix tampé&o de captura 2 + amostra brevemente (30 seg)
para coletar o liquido do fundo do tubo.

b) Colocar o mix na coluna e no tubo coletor.
c) Centrifugar a 12.000 rpm por 30 seg.

d) Descartar o sobrenadante e recolocar a coluna no tubo coletor.

3. Lavagem e secagem

a) Adicione 100uL de tampéo de lavagem tipo 1 (tampa amarela) a coluna.
b) Centrifugue a 12.000 rpm por 30 seg.

c) Descare o tubo coletor e transfira a coluna para um tubo eppendorf
1,5mL.

4. Eluicdo
a) Adicionar 20uL de tampé&o de eluicdo tipo 6 no centro da coluna.
b) Incubar por 1 min a temperatura ambiente.
c) Centrifugar a 12.00 rpm por 1 min para recuperar o DNA.
d) Armazenar o DNA purificado a -20°C.
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ANEXO 5 — Protocolo de purificagdo para produto de gel (GE Healthcare®)

1. Captura da amostra

a) Pesar um tubo 1,5mL livre de DNA e anotar o peso.

b) Excisar o gel no tamanho do fragemento de interesse e coloca-lo no tubo
pesado na etapa anterior.

c) Pesar o tubo 1,5mL agora com o pedaco do gel e subtrair o valor anteior
pelo obtido agora.

Nota: Adicionar 10uL de tampé&o de captura tipo 3 a cada 10mg de gel de agarose.

d) Misturar por inversdo e incubar a 60°C até dissolver completamente a

agarose. Mistrurando por inversao a cada 3 min.

e) Centrifugar por 1 min a temperatura ambiente.

2. Ligacao da amostra

a) Transferir a mistura para uma coluna, devidamente etiquetada.
b) Deixar 1 min a temperatura ambiente.

c) Centrifugar por 1 min a temperatura ambiente.

3. Lavagem e secagem

a) Adicionar 600uL de tampéo de lavagem tipo 1 a coluna.
b) Centrifugar a coluna por 1 min.

c) Descatar o collection tubo e transferir a coluna para um tubo 1,5mL.

4. Eluicdo

a) Adicionar 30uL de tampéo de eluicédo tipo 6 no centro da membrada da
coluna.

b) Incubar 1 min a temperatura ambiente.

c) Centrifugar por 1 min.

d) Descartar a coluna e guardar o tubo contendo o DNA purificado a -20°C.
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ANEXO 6 - Protocolo de purificagdo com Etanol, EDTA e Acetato de sodio
(Bula Big Dye v3.1 — Applied Biosystem)

Para precipitacéo de reacdes com 10uL em placa com 26 pogos.

1. Remover a placa do termociclador e dar um breve spin (1 min a 2000g).
2. Adicionar 1uL de DNA na placa.

3. Adicionar 1uL de EDTA 125mM em cada um dos pocos.

Nota: Tenha certeza que o EDTA foi adicionado no fundo dos pocos, utilizando uma pipeta

para cada poco.
4. Adicionar 1uL de acetato de s6dio 3M em cada um dos pocos.

Nota: Tenha certeza que o EDTA foi adicionado no fundo dos pogos, utilizando uma pipeta

para cada pogo.
5. Adicionar 25uL de etanol 100% a cada um dos po¢os.
6. Selar a placa com strips e misturar por inversdo (aproximadamente 4
vezes).
7. Incubar por 15 min a temperatura ambiente.
8. Centrifugar a 2000g por 45 min ou 3000xg por 30min.

Importante: O préximo passo deve ser feito imediatamente. Se isto ndo for possivel, fazer

um breve spin na placa por mais 2 min antes de comecgar 0 proximo passo.

9. Inverter a placa e fazer um spin até 180RCF por 1 min, removendo em
seguida a placa da centrifuga (inverter e retirar o excesso de reagente).

10. Adicionar 35uL de etanol 70% gelado em cada poco.

11. Centrifugar por 15 min a 4°C e 1650xg.

12. Inverter a placa e fazer um spin até 180RCF por 1 min, removendo em

seguida a placa da centrifuga.
Nota: Comecar a contar o tempo assim que o rotor iniciar a rotacao.

13. Secar a placa por aproximadamente 15 min,
14. Ressuspender as amostras com 10uL de injection buffer (Hi-di
formamida).

15. Deixar a 95°C por 1 min.

16. Sequenciar.
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ANEXO 7 — Sequéncias obtidas para as bactérias produtoras de ESBL de

acordo com cada gene.

TEM-1

Cepa 3 (353ph)

>CTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGA
AGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAA
CTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGA
TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTG
GAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCC
GTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAG

Cepa 37 (456pb)

>GGGCGGTTCCTTTTTTGCGGGTTTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA
GTAAAAGATGCTGACCCTTTGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCG
GTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC
TATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTA
TTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAG
TAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAA
CGATCGGAGGACCGAAGGAGCTTACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT
GA

SHV-1

Cepa 3 (599phb)

>CCGGGTGGGCTATGTTGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGGCCGCCTGGCGCGCCA
GTGAGCGCTTTCCGCTGATGAGCACCTTTAAAGTGCTGCTCTGCGGCGCGGTGCTGGCCCGGGT
GGATGCCGGCGACGAACAGCTGGATCGGCGGATCCACTACCGCCAGCAGGATCTGGTGGACTA
CTCCCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGGATGACCGTTGGCGAACTCTGLCGLCCGLCCGC
CATCACCATGAGCGACAACACCGCCGGCAATCTGCTGTTGAAGATCGTCGGCGGCCCCGLGGG
ATTGACCGCTTTTCTGCGCCAGATCGGTGACAACGTCACCCGTCTTGACCGCTGGGAAACGGAA
CTCAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGTGCGCGACACCACCACCCCGGCCAGCATGGCCACCACC
CTGCGCAAGCTGCTAACCACCCCCTCTCTGAGCGCCCGTTCGCAGCAGCAGCTGCTGCAGTGGA
TGGTTGACGACCGGGTGGCCGGCCCGTTGATCCGCGCCGTGCTGCCGGCGGGCTGGTTTATCG
CCGATAAAACCGGGGCCGGTGAGCGGGGCT

Cepa 4 (562pb)

>AGCTGGCGGGCCGGGTGGGCTATGTTGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGGLCLGLCC
TGGCGCGCCAGTGAGCGCTTTCCGCTGATGAGCACCTTTAAAGTGCTGCTCTGCGGCGCGGTGC
TGGCCCGGGTGGATGCCGGCGACGAACAGCTGGATCGGCGGATCCACTACCGCCAGCAGGATC
TGGTGGACTACTCCCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGGATGACCGTTGGCGAACTCTG
CGCCGCCGCCATCACCATGAGCGACAACACCGCCGGCAATCTGCTGTTGAAGATCGTCGGCGG
CCCCGCGGGATTGACCGCTTTTCTGCGCCAGATCGGTGACAACGTCACCCGTCTTGACCGCTGG
GAAACGGAACTCAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGTGCGCGACACCACCACCCCGGCCAGCATG
GCCACCACCCTGCGCAAGCTGCTAACCACCCCCTCTCTGAGCGCCCGTTCGCAGCAGCAGCTG
CTGCAGTGGATGGTTGACGACCGGGTGGCCGGCCCGTTGATCCGCGCCGTGCTGCC
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Cepa 15 (568pb)

>GGCGGGCCGGGTGGGCTATGTTGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGGCCGCCTGG
CGCGCCAGTGAGCGCTTTCCGCTGATGAGCACCTTTAAAGTGCTGCTCTGCGGCGCGGTGCTGG
CCCGGGTGGATGCCGGCGACGAACAGCTGGATCGGCGGATCCACTACCGCCAGCAGGATCTGG
TGGACTACTCCCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGGATGACCGTTGGCGAACTCTGCGC
CGCCGCCATCACCATGAGCGACAACACCGCCGGCAATCTGCTGTTGAAGATCGTCGGCGGCCC
CGCGGGATTGACCGCTTTTCTGCGCCAGATCGGTGACAACGTCACCCGTCTTGACCGCTGGGAA
ACGGAACTCAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGTGCGCGACACCACCACCCCGGCCAGCATGGCC
ACCACCCTGCGCAAGCTGCTAACCACCCCCTCTCTGAGCGCCCGTTCGCAGCAGCAGCTGCTGC
AGTGGATGGTTGACGACCGGGTGG CCGGCCCGTTGATCCGCGCCGTGCTGCCGGCGGGLCTGG

Cepa 17 (519pb)

>CGCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGCC
AGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACGGTCG
GCGAACTCTGTGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTGCTGGCCAC
CGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAACGTCACCCGCCTT
GACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGCGACACCACTACCCCG
GCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGTCTGAGCGCCCGTTCGCAA
CGGCAGCTGCTGCAGTGGATGGTGGACGATCGGGTCGCCGGACCGTTGATCCGCTCCGTGCTG
TCGGCGGGCTGGTTTATCGCCGATAAGACCGGAGCTGGCGAACGGGGTGCGCGCGGGATTGTC
GCCCTGCTTGGCCC

CTX-M-15

Cepa 3 (420pb)

>TATAATCCGATTGAAGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCC
GCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTA
GCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGA
CGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAAC
TCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATG
GATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCAAGGTGGTG
GGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCAAC

Cepa 12 (452pb)

>CGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGG
GACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAAT
AAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGAC
GAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTG
ATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATTGGG
CGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCAT
TCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCAC
CACCAA

Cepa 13 (455pb)

>AGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAAT
GGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATG
AATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGA
GACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGC
GTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATT
GGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
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CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGC
ACCACCAAC

Cepa 15 (440pb)

>AAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACT
GGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCT
CACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGT
CTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCACTTCAC
CTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATTGGGCGACAGCCAAC
GGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGAC
TGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCAA

Cepa 17 (454pb)

>AGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAAT
GGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATG
AATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGA
GACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGC
GTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATT
GGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGC
ACCACCAA

Cepa 18 (455pb)

>CAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAA
TGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGAT
GAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGG
AGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCG
CGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCAT
TGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGA
GCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATG
GCACCACCAA

Cepa 21 (457pb)

>TCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCA
ATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGAT
GAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGG
AGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCG
CGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCAT
TGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGA
GCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATG
GCACCACCAAC

Cepa 26 (395pb)

>CGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGG
GACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAAT
AAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGAC
GAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGLCGTG
ATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATTGGG
CGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCAT
TCAGGCTGGACT
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Cepa 34 (455pb)

>AGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAAT
GGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATG
AATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGA
GACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGC
GTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATT
GGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGC
ACCACCAAC

Cepa 37 (512phb)

>GTAAGGTGATGGCCGCGGCCGCGGTGCTGAAGAAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATC
AGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATG
GGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGA
ATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAG
ACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCG
TGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATTG
GGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGC
ATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCA
CcC

Cepa 39 (449pb)

>GTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGAC
GATGTCACTGGCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAG
CTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAA
ACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTGATA
CCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAAGCATTGGGCGA
CAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCA
GGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATAAAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCAC
CAA

OXA-15

Cepa 12 (656pb)

>ATTATTTGAAGGAACTGAAGGTTGTTTTTTACTTTACGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCA
ATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAATGGCACCAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACT
TATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATCAGAAAACCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGG
AATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAAGACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTC
GCAAGAAATAACCCAAAAAATTGGATTAAATAAAATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGA
AATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAACAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAG
CTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAATTCAATTCCTGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTT
AAAAACTCAGCCATAGAAAACACCATAGAGAACATGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAA
CTGTATGGGAAAACTGGTGCAGGATTCACAGCAAATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGG
GTTTATTATAAGCAAATCAGGACATAAATATGTTTTTGTGTCCGCACTTACAGGAAACTTGG

Cepa 13 (579pb)

>CTGAAGGTTGTTTTTTACTTTACGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAA
AGTGTGCAACGCAAATGGCACCAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATG
CGGAAATAATAGATCAGAAAACCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGG
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AACAGCAATCATACACCAAAGACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACC
CAAAAAATTGGATTAAATAAAATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCT
CTGGAGATAAAGAAAGAAACAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCA
CCAGAAGAACAAATTCAATTCCTGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCC
ATAGAAAACACCATAGAGAACATGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAA
ACTGGTGCAGGATTCACAGCAAATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAG

Cepa 15 (665pb)

>CATCAACAGATATCTCTACTGTTGCATCTCCATTATTTGAAGGAACTGAAGGTTGTTTTTTACTTT
ACGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAATGGCA
CCAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATCAGAAA
ACCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAA
GACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACCCAAAAAATTGGATTAAATAA
AATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAAC
AACGGATTACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAATTCAATTCC
TGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCCATAGAAAACACCATAGAGAACA
TGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAAACTGGTGCAGGATTCACAGCAA
ATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAAGCAAATCAGGACATAAATATGTTTT
TGTGT

Cepa 17 (676pb)

>ATCAACAGATATCTCTACTGTTGCATCTCCATTATTTGAAGGAACTGAAGGTTGTTTTTTACTTTA
CGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAATGGCAC
CAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATCAGAAAA
CCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAAG
ACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACCCAAAAAATTGGATTAAATAAA
ATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAACA
ACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAATTCAATTCC
TGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCCATAGAAAACACCATAGAGAACA
TGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAAACTGGTGCAGGATTCACAGCAA
ATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAAGCAAATCAGGACATAAATATGTTTT
TGTGTCCGCACTTACA

Cepa 18 (599pb)

>CTGAAGGTTGTTTTTTACTTTACGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAA
AGTGTGCAACGCAAATGGCACCAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATG
CGGAAATAATAGATCAGAAAACCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGG
AACAGCAATCATACACCAAAGACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACC
CAAAAAATTGGATTAAATAAAATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCT
CTGGAGATAAAGAAAGAAACAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCA
CCAGAAGAACAAATTCAATTCCTGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCC
ATAGAAAACACCATAGAGAACATGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAA
ACTGGTGCAGGATTCACAGCAAATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAAG
CAAATCA

Cepa 21 (697pb)
>CTGAAGGTTGTTTTTTACTTTACGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAA
AGTGTGCAACGCAAATGGCACCAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATG
CGGAAATAATAGATCAGAAAACCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGG
AACAGCAATCATACACCAAAGACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACC
CAAAAAATTGGATTAAATAAAATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCT
CTGGAGATAAAGAAAGAAACAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCA
CCAGAAGAACAAATTCAATTCCTGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCC
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ATAGAAAACACCATAGAGAACATGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAA
ACTGGTGCAGGATTCACAGCAAATAGAACCTTACAAAACGGATGG

Cepa 26 (680pb)

>ATCAACAGATATCTCTACTGTTGCATCTCCATTATTTGAAGGAACTGAAGGTTGTTTTTTACTTT-
CGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAATGGCAC
CAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATCAGAAAA
CCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAAG
ACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACCCAAAAAATTGGATTAAATAAA
ATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAACA
ACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAATTCAATTCC
TGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCCATAGAAAACACCATAGAGAACA
TGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAAACTGGTGCAGGATTCACAGCAA
ATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAAGCAAATCAGGACATAAATATGTTTT
TGTGTCCGCACTTACAGGAAA

Cepa 34 (576pb)

>GATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAATGGCAC
CAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATCAGAAAA
CCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAAG
ACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACCCAAAAAATTGGATTAAATAAA
ATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAACA
ACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAATTCAATTCC
TGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCCATAGAAAACACCATAGAGAACA
TGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAAACTGGTGCAGGATTCACAGCAA
ATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAAGCAAATCA

Cepa 37 (635phb)

>ATCAACAGATATCTCTACTGTTGCATCTCCATTATTTGAAGGAACTGAAGGTTGTTTTTTACTTTA
CGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAATGGCAC
CAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATCAGAAAA
CCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAAG
ACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGAAATAACCCAAAAAATTGGATTAAATAAA
ATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATTATGGAAATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAACA
ACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAATTCAATTCC
TGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCCATAGAAAACACCATAGAGAACA
TGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAAACTGGTGCAGGATTCACAGCAA
ATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAA

Cepa 39 (562pb)

>ACTTTACGATGCATCCACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAA
TGGCACCAGATTCAACTTTCAAGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATC
AGAAAACCATATTCAAATGGGATAAAACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACA
CCAAAGACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGGGAACAGCAATCATACACCAAA
GACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTTTGGGTTTCGCAAGGAAATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGA
AAGAAACAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAGCTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAAT
TCAATTCCTGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAAAACTCAGCCATAGAAAACACCATA
GAGAACATGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATGGGAAAACTGGTGCAGGATT
CACAGCAAATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAA



