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SUMARIO

Embora Enterococcusspp seja um comensal do Homem, tem vindo a adquiri
particular importancia clinica devido aos elevaddgeis de resisténcia que apresenta a
diversos grupos de antibidticos, nomeadamente [mizgctamicos. Os mecanismos de
resisténcia a estes antibioticos que podem estaivétos sdo a producao fdactamases e
sobretudo a presenca plep; com algumas mutacdes que conferem baixa afinidadeos3-
lactamicos. Em estudos anteriores, verificou-se equePortugal encontrama@nterococcus
spp resistentes a ampicilina em varios nichos gem8, nomeadamente nos hospitais, onde
esta resisténcia tem mais expressdo. Uma vez queorsgece muito pouco sobre a
disseminagédo horizontal gépb, constituiram objectivos principais do preserdabalho: (i) a
avaliacdo da sua transferéncia (por conjugacaog Emterococcusspp oriundos de varios
nichos ecolégicos (humano, animal e ambiental)tiepes receptoras de laboratério e (i) a
deteccdo molecular (PCR) de possiveis elementoétiges moveis responsaveis pela sua
dispersédo. Do total de 86 bactérias incluidas riodesndo produtoras dg-lactamases,
apenas 2 oriundas de suiniculturas foram capazesod@zir transconjugantes que possuiam
pbps. Para aléem da ampicilina, nenhuma resisténciatia damilia de antibiéticos foi co-
transferida. Transposdes conjugativos, frequentamencontrados em bactérias de Gram
positivo também ndo foram observados. Estes dadgerem quepbps se pode ter
incorporado em elementos genéticos que nao esidicitmalmente associados a resisténcia a
antibioticos. Relevante, foi ainda a deteccdo dagnase deCW459TetM (transposao
associado &lostridiumsp) emk. faeciumGE1, desconhecida, até ao momento, nesta estirpe
receptora. O conhecimento das caracteristicasdtiages receptoras é fundamental para que
estas possam ser correctamente escolhidas no tamrpara ensaios de conjugacao e

caracterizacdo molecular de elementos genéticogisiov
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l. Introducéo

1. Caracteristicas gerais d&nterococcus spp

Microscopicamentdenterococcuspp sao cocos de Gram-positivo que se dispdem aos
pares, em cadeias curtas ou isolados. Sdo bactaeasolerantes, catalase negativo,
pirrolidonil arilamidase (PYR) e leucina aminopdpse (LAP) positivo. Algumas espécies
(Enterococcus casseliflavus, Enterococcus galinarsd) moveis e outras pigmentadas

(Enterococcus casseliflavugSouseet al, 1998, p.60).

Enterococcusspp tém grande capacidade de resistirem a condfigieas e quimicas
adversas, caracteristica que lhes permite teremdistrébbuicdo ubiqua na natureza. Podemos
encontrar estas bactérias no solo, agua, plantssbeetudo no intestino dos mamiferos,
fazendo deles bons indicadores de contaminacab(fsmasaet al, 1998, p.60). De facto, este
género tem capacidade de crescer numa vasta gateangderaturas (10 e 45°C), de pH (2-
10), em meios enriquecidos com sal (NaCl a 6,5%)pmesenca de 40% de sais biliares e
detergentes (Sousd al, 1998, p.60).

Nos ultimos anos, o avanco das técnicas de biolaglacular permitiu a identificacao de
mais de 20 espécies. No entanto, aquelas que d@&mmiais impacto na saude humana sao
E.faeciume E.faecalis Recentemente, tém sido descritas outras espgaassar infeccdes
ou surtos hospitalares cororaffinosusna Polonia é.gallinarumna Noruega (Harthugt
al, 2000, p.145).

O baixo poder invasivo e patogénico Heterococcusspp impediu que, durante muito
tempo, se pensasse neles como agentes de infaegiupantes. No entanto, 0 aumento de
imunodeprimidos (HIV, transplantes, doencas mabgretc), técnicas médicas invasivas
(algdlias, catéteres intravenosos, cirurgias, pedteetc) e de seleccdo de bactérias resistentes
associadas ao elevado grau de consumo de antisi@nduziram a uma maior incidéncia de
infeccdes porEnterococcusspp, sendo hoje classificados como importantesntage
nosocomiais (Sousa al, 1998, p.60; Dueet al, 2001, p.2561).
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Enterococcusspp tém vindo a ser descritos como agentes eitoi®gle infeccbes do
tracto urinario, de feridas cirargicas, bacteri@mia endocardites. Tém também sido
encontrados em infeccbes abdominais polimicrobjanas se sabendo exactamente o seu
papel neste contexto (Soustaal, 1998, p.60).

A sua capacidade de resistir naturalmente a algatikiticos e de adquirir elementos
genéticos moveis que transportam genes de resst@nestas moléculas, promoveu a
seleccao d&nterococcuspp com resisténcia multipla em varios nichos@gobs sujeitos a
presséo selectiva, nomeadamente nas unidadesaiasgst (Hanrahaset al, 2000, p.1349).
Por exemplo, o consumo de cefalosporinas de 3t&@®q@ara o tratamento de infec¢des por
Enterobacteriacaee de metronidazol para bactérias anaerdbias premavmanutencao de
Enterococcusspp, uma vez que estas bactérias sdo naturalmesisgentes aos antibioticos
anteriormente mencionados. Adicionalmente, o cowsartessivo de vancomicina para o
tratamento de Staphylococcus aureusresistentes a meticilina (MRSA) e colite
pseudomembranosa pGtostridium dificille esteve na base da selec¢cadedéerococcuspp
resistentes aos glicopétidos, constituindo estésabmente, um grave problema de saude em
todos os hospitais do globo (Harthegal, 2000, pp. 145-146; Arbeokt al, 2004, p.1221;
Hsiehet al, 2006, p.514).

As resisténcias naturais e adquiridas &mterococcusspp reduziram as opcgoes
terapéuticas que, normalmente, estao limitadaglaspeptidos, ampicilina, nitrofurantoina
(em infec¢Bes urinarias) e aminoglicosideos (semapseciados a um anti-parietal) (Harthug
et al, 2000, p.145-146). Dada a incidéncia de bact&t@asGram positivo com resisténcia
multipla nos Ultimos anos, nomeadameBtgerococcusspp, ficaram ainda disponiveis no
arsenal terapéutico linezolide, daptomicina e itjita, antibioticos usados exclusivamente
no ambiente hospitalar (Leawsal, 2006, pp. 454-455).

Enterococcusspp resistentes a todas as classes de antibi@mmentram-se tambéem
distribuidos por outros nichos ecoldgicos, nomeanfdenno ambiente de producdo animal
(selecionadas pelo consumo de antibiéticos em nmedieterinaria ou como promotores de
crescimento), no intestino de humanos saudavesvés da cadeia alimentar e do consumo
de antibidticos em medicina humana), no ambient&tamp (por descargas de efluentes

contaminados), ar (a jusante de ambientes de piiodaqimal), solos agricolas (pela

10
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utilizacdo de adubo contaminado), ef¢ianrahanet al 2000, p.1349; Sousat al, 1998,
p.60).

Estas bactérias apresentam resisténcia a mai@ig-ldotamicos, uma vez que possuem
PBPs penicillin binding proteins com baixa afinidade para estas moléculas. Pangboe
nenhuma cefalosporina é recomendada para o tratamerinfeccbes enterococicas, mesmo

gue a sua actividade vitro seja boa.

O B-lactdmico mais comummente usado no tratamentanféeddes enterococicas € a
ampicilina (Riceet al, 2001, p.1480). No entant&nterococcuspp com resisténcia a este
antibiotico foram sendo seleccionados ao longolitowos anos, sobretudo aqueles presentes
nas unidades hospitalares e pertencendo a espdeiecium(Rice et al, 2001, p.1480).
Inimeros casos de surtos epidémico& da@eciunmresistentes a ampicilina tém sido descritos,
tornando-se inclusivamente, algumas vezes, emc8igaendémicas (Ricet al 2001,
p.1480; Leaviet al, 2006, p.454).

Tendo em consideracdo a importancia destes amtiisono tratamento de infecgbes
causadas pdEnterococcuspp, nas proximas secgdes serdo abordados o nmeoatesaccao
dos B-lactamicos e os mecanismos de resisténcia capiEzes inactivarem. Na seccéo Il
descrever-se-a a epidemiologia da resisténcia fal@Etamicos emEnterococcusspp,
destacando-se a sua distribuicdo em varios nicboi®gcos, nomeadamente nas unidades

hospitalres.

2. Mecanismos de acc¢éo dgslactamicos

As bactérias sdo células procariotas e, como ¢alsyem uma organizacao celular mais
simples que as eucariotas (ex: de uma forma gaoatém organelas nem nucleo), e algumas
especificidades estruturais (ex: peptigoglicanopssomas do tipo 70S) (Sousaal, 1998,
p.59).

O peptidoglicano faz parte da parede celular biact@y conferindo rigidez a célula e
protegendo-a de alteracdes osmoticas. A sua dggirou debilidade torna as bactérias mais

susceptiveis a lise quando presentes em ambiaptasiiicos (Sousat al, 1998, p.20).

11
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Varios grupos de antibioticos, incluindo pdactamicos, actuam sobre a biossintese do
peptidoglicano. Para compreender-mos melhor o sesamsmo de accdo passa-se a

descrever as diferentes etapas da formacao destamwécula.

A biossintese do peptidoglicano da-se em trés fdiséistas (Figura 1). Numa primeira
etapa ocorre kase citoplasmaticaonde se sintetiza NAG (N-acetilglucosamina) e No&M
-pentapeptideos (4cido N-acetilmuramico), unidaafescas formadoras do peptidoglicano.
Numa segunda etapa ocorréase membranar onde se da o transporte de NAG e NAMA-
-pentapeptideos através da membrana citoplasntéticaa ajuda de um lipido transportador
(alcool isoprendide C55 fosforilado). No final d&-a Fase parietalem que os NAG e
NAMA-pentapeptideos sédo posicionados na paredeacetla bactéria em crescimento,
formando-se ligacdes entre estes e a parede cedskabelecendo-se inicialmente ligacdes
glicosidicag3(1-4) com o peptidoglicano ja existente e em seglighcdes peptidicas entre o
ultimo residuo de glicina e 0 4° aminoacido da @apeptidica vizinha. As transpeptidases e
carboxipeptidases estdo envolvidas neste proceslewido a sua grande afinidade para as
penicilinas sdo denominadas de PBP(s). Existenaantias moléculas, as autolisinas, que
actuam de forma a quebrar as ligacbes no peptwdogli ja existente para que se possa

formar o novo peptidoglicano (Sousa, 2006, p.33).
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Figura 1 — Biossintese do peptidoglicano. Figura retirael&dusa, J.C., 2006.

Os antibiéticos-lactamicos sdo um grupo de moléculas extremamengertante,
pois apresentam elevada eficacia terapéutica @ baxicidade para os animais, devido a sua
selectividade para as células procaridticas. Embeta grupo de antibiéticos tenha como
base um andl-lactamico (fundamental para a sua actividade}trauteira das suas moléculas
pode ser bastante heterogénea. Assim, podemosrddad3-lactamicos em quatro sub-
grupos: penicilinas (aminopenicilinas, ureidopditias carbenecilinas), cefalosporinas (12,

28, 32 e 42 geragdo), monobactamos (azetreonamaarleapenemos (imipenemo,

meropenemo) (Sousa, 2006, pp.107-293).
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3 4
Figura 2 — Diferentes sub-grupos pertencentes aos antibgftilactamicos. 1- Penicilinas;

2- Cefalosporinas; 3- Monobactamos; 4- Carbapenerasstrutura base destas moléculas é
constituida por um andl-lactamico (assinalado na imagem) constituido p@tdnos de

carbono e um de nitrogénio com radicais subst#sirfigura retirada de Sousa, J.C., 2006.

Todas estas moléculas actuam por inibicdo da bies&l do peptidoglicano na sua
fase parietal, estando incluidas no grupo dos iatitbs anti-parietais. Este mecanismo é
explicavel dada a analogia estrutural entre ascul@dé def3-lactamicos e a porcéo terminal
D-alanil-D-alanina, da cadeia peptidica do peptidago. Osp-lactamicos ocupam o lugar
do substrato natural da transpeptidase, ndo octoras actividades enzimaticas associadas
as transpeptidases e carboxipeptidases (Sousa, pAR?). Para além de impedirem a
biossintese do peptidoglicano, [p$actamicos participam, provavelmente, na activatd@®
autolisinas endogenas, com subsequente lise celsdardo assim classificados como
bacterioliticos (Sousat al, 1998, p.112-114). Este mecanismo de accdo impéesgjam

activos quando as bactérias estdo em fase dernsgoi
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A resisténcia natural dénterococcuspp a varias classes de antibidticos faz com que
existam poucas alternativas terapéuticas para tanmtemto de infeccbes em que estdo
envolvidos. Dentro da familia dgslactamicos, a ampicilina € uma molécula de utiga
importante, quer isoladamente quer em associagaoociros antibidticos (glicopéptidos ou
aminogliciosideos). Embora esta molécula seja beita para outras bactérias, tem
actividade bacteriostéatica damterococcuspp(Sousa, 1998, pp.60-61).

3. Mecanismo de resisténcia agslactamicos

A resisténcia aoB-lactamicos enkEnterococcuspp estd associada a producag@-de
lactamases ou a presenca de PBPs com baixa aBnp#ad estes antibidticos (Hsiehal,
2006, p.514; Ricet al, 2004, p.3028).

QuandoEnterococcusspp produzeng-lactamases estas apresentam-se em pequena
guantidade o que, dificulta, por vezes, a sua gatetaboratorial. Como estao localizadas na
parte externa da parede celular a sua observagi® q®v feita directamente pelo teste do
nitrocefim, mas utilizando uma grande quantidadendeulo bacteriano, para aumentar a

probabilidade de deteccéo.

Os genes responsaveis pela producag3-tectamases enEnterococcusspp séo
normalmente de origem plasmidica e codificam pagniglinases semelhantes aquelas
produzidas poiStaphylococcus aurey€omengeet al, 2003, p.1784; Ligozzet al 1993,
p.2046).

Embora, surtos associadosEaterococcusspp produtores dp-lactamases tenham
sido descritos (Hsieét al, 2006, p.514), este mecanismo de accao € extrembamazo entre
estas bactérias de Gram positivo.

O PBP mais frequentemente associado a resistéosig-lactamicos € @bps. Este
esta localizado no cromossoma da bactéria sendsidevado intrinseco para algumas
espécies (Riceet al 2001, p.1480). As bactérias que sdo sensiveis@icdina também
podem possuir @bp;, no entanto estudos recentes referem que, para gasisténcia se

manifeste é necessario ocorrer um aumento da eeseéeste PBP ou a presenca de

15
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determinadas mutacdes no respectivo gene (Sifstoal 2001, p.2594). Entre estas foram
descritas a adicdo de acido aspértico ou serinaigidp posicdo 466, troca de metionina por
alanina ou treonina na posicdo 485, troca de aaoinisoleucina por treonina na posicao
499, troca de glutamato por alanina na posicao(bi2gehet al, 2006, p.514). (pbps pode
substituir as fungbes da maioria dos outros PBR<alaferir uma vantagem as bactérias
quando esta na presenca de ampicilina (Ligetzal, 1993, p.2046).

A resisténcia ao$-lactamicos entnterococcusspp tem sido descrita nas espécies
E.faecium, E.faecalig E.hirae (Arbeolaet al 2004, p.1221; Comengs al, 2003, p.7184;
Sapunariet al, 2003, p.5925).

Ultimamente o0 aumento da resisténcia a ampiciliman tsido observado
fundamentalmente em isolados Edaecium o que compromete a terapéutica das infeccdes

causadas por este microrganismo.

4. Epidemiologia da resisténcia aof-lactamicos emEnterococcus spp

Apesar deEnterococcusspp pertencer a flora comensal do Homem, hojeianed
considerado um patogéneo responsavel por uma graadedade de infec¢cdes nos
humanos.Esta particular importancia advém da ssist@acia natural e adquirida a diversos
antibiéticos, limitando o arsenal terapéutico digpel para o tratamento das infec¢cdes em
gue estdo envolvidos. Exemplos de genes de resst@&ue tém sido adquiridos por
Enterococcusspp incluem os que conferem resisténcia [tsctamicos, aminoglicosideos,
macrolidos, estreptograminas, cloranfenicol e gkégidos, entre outros (Valdezate al,
2009, p.17).

A resisténcia ao$-lactamicos tem aumentado em varias zonas do ghuite o
género Enterococcusspp. Embora ha duas décadas tenham sido desostqwimeiros
isolados produtores d&lactamases erk. faecalisdos Estados Unidos este mecanismo de
resisténcia continua com pouca expressao nestdérinacspp, sendo apenas publicadas
situagOes ocasionais (Klaet al, 2005, p.815; Leavist al 2006, p.454; Novaist al, 2005,
p.3073). A aquisicao dabps com mutacdes especificas tem sido o principabrespvel pelas

elevadas taxas de resisténcia a esta classe d&daodis emEnterococcusspp de todo o
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mundo (Arbeolaet al, 2004, p.1221; Sapunart al, 2003, p.5925). Por exemplo, Harthetg
al (2002) descrevem que 6,9% Haterococcusspp resistentes a ampicilina na Noruega,
estavam associados a presencapldg. Também Jureert al (2003) verificaram que a
resisténcia a ampicilina estava associada a este @qaEnterococcuspp associados a uma
situacado nosocomial endémica que durava ha oite. &dicionalmente, também foi descrito
a presenca de clones resistentes a ampicilina caradiaptacdo hospitalar e envolvidos em
situacbes endémicas em dois hospitais da Noruegidh{iget al, 2002, p.145-145). Mesmo
em paises com baixos niveis de resisténcia aobi@itos, a epidemiologia de multi-
resisténcia enEnterococcuspp parece estar a mudar. Em hospitais da Nor&&géandia e
Suécia, paises tradicionalmente com baixos niveisrabisténcia, a endemicidade da
resisténcia a ampicilina efnterococcus faeciurja foi estabelecida (Leavist al, 2006,
p.455).

Os dados portugueses também apontam nesse sevitittn-Cristino em 1998 ja
descrevia que 70% d&. faecium hospitalares eram resistentes a ampicilina. Mais
recentemente, Novaist al (2005) descreveu taxas de 99% de resisténcia &iingpem

isolados resistentes aos glicopéptidos, represistde 3 hospitais portugueses.

Embora tenham recentemente surgido alternativapéaticas para o tratamento de
infeccdes enterococicas multi-resistentes a avd@iaa resisténcia a ampicilina continua a ser
importante, uma vez que esta parece ser um dosaduaes de estirpes envolvidas em surtos
nosocomiais e agrupadas no Complexo Clonal CCpaggm por Multiloccus sequence
typing-MLST), encontrado fundamentalmente em antbi&ospitalar e raramente em outros
nichos (Leaviet al, 2006, p.455). Infelizmente, muitos destes ismdasfio simultaneamente
resistentes aos glicopéptidos, alternativa imptetaara o tratamento de infeccdes por estes

microorganismos (Ricet al, 2001, p.1480).

Tal como a resisténcia verificada para outros gsufeantibiéticos, nichos ecoldgicos
extrahospitalares como animais para consumo humambiente de producé&o animal,
humanos saudaveis e ambiente aquéatico podem skrvieservatorio de isolados e genes
envolvidos na resisténcia a@slactamicos (Poetat al 2007, p.236; Capliret al, 2008,
p.885, Damborgt al, 2009, p.2360).
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Il. Objectivos

A utilizacdo de ampicilina/amoxicilina isoladamente em conjunto com outras
classes de antibidticos como os glicopéptidos oin@gticosideos constitui uma alternativa
importante no tratamento das infecgfes enterocficid® entanto, nos dltimos anos, a
resisténcia aoB-lactamicos entnterococcuspp tem aumentado no ambiente hospitalar de
varios paises do globo, estando, por vezes, iselagsistentes envolvidos em situacdes
endémicas (Leavist al, 2006, p. 454). Uma vez que, a identificacdo mhe@sanismos de
resisténcia aog-lactamicos e a compreensdo da sua forma e freiguélec disperséao

assumem uma particular importancia, foram objestdeste trabalho:

a) Avaliar, por ensaios de conjugacéo, a transteaédo genepbp; a partir de isolados
resistentes & ampicilina oriundos de diferenteshasicecoldgicos (humano, animal e

ambiental);

b) Para os isolados com ensaios de conjugacadvoessiavaliar processos de co-transferéncia

de resisténcia a outras classes de antibiéticos;

c) Comprovar, por métodos moleculares, a presengagene pbps nas bactérias

transconjugantes;

d) Avaliar se a transferéncia do gepbps esta associada a presenca de transposodes

conjugativos disseminados em bactérias de Graniyansi
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lll. Material e Métodos

1. Bactérias incluidas no estudo

Enterococcuspp incluidos no presente estudo pertencem a aleecéo que tem vindo a
ser caracterizada no Laboratério de Microbiologid=dculdade de Farmacia da Universidade
do Porto, da qual foram seleccionados 86 isolagsistentes a ampicilina oriundos de varios

nichos ecoldgicos:

a) Trinta e cinco isolados (n=2Z. faecium n=6 Enterococcuspp, n=1E. gallinarum,
n=1 E.hirag de 6 suiniculturas distribuidas no Norte, Cerdr&ul de Portugal foram
obtidos de 23 amostras colhidas entre 2006 e 2887amostras foram divididas em

quatro grupos de acordo com a sua natureza:

(i) Suinos (n=6; fezes, zaragatoa de narinas epkrficie dos animais);
(i) Alimentacdo/medicamentos (n=3; racdo, mediqatos);
(i) Residuos (n=10; lagonagem, aguas resideatsyme e fossa séptica);

(iv) Amostras de instalacdes (n=4; ar, parede dammialade, p6 de salas com animais, solo).

b) n=10 E. faeciumobtidos de 6 amostras de aves (frangos e perus) gEsumo
humano colhidas em 2 talhos do Norte de Portugak et®99 e 2001. As amostras

pertenciam a 3 marcas de distribuidas por todds pa

c) n=2E. faeciumde 2 amostras de fezes de humanos saudaveisohtidano de 2001.
Estes individuos néao tinham consumido antibiotiwas tinham sido hospitalizados trés e

doze meses antes da colheita das amostras, respeetite.
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d) n=28 E. faeciumobtidos de 29 doentes hospitalizados, entre 192D03, em 3
unidades de saude localizadas no Centro e NorRodeagal. Os isolados foram obtidos

dos seguintes produtos biologicos:

(i) Urina (n=10);

(i) Sangue (n=3)

(iif) Exsudados (n=7);
(iv) Cateteres (n=3);

(v) Origem desconhecida (n=5).

e) n=11 isolados (n=1B. faecium n=1Enterococcuspp), obtidos entre 2001 e 2003, de
amostras de aguas residuais (n=2 a montante e jram@te) de 3 hospitais da area do

Porto e de agua do estuario do rio Douro (n=1).

2. Pesquisa da presenca d&lactamases

A pesquisa da presengrlactamases foi realizada através do teste decafim,
colocando-se cerca de 3 pl de solucédo de antibidiiectamente em cima das culturas. A
leitura de um resultado positivo corresponde aoegpaento de uma cor vermelha associada

a accao d@-lactamase sobre a molécula de nitrocefim.

3. Ensaios de conjugacao

Nos ensaios de conjugacédo foram utilizados doistife bactérias:

a) As dadoras Sao bactérias que possuem o gene de resist&rgiandibioticos que

gueremos transferir. No presente estudo usararsdsacéérias descritas no ponto 1.

b) As receptoras Sao bactérias de laboratério caracterizadasngoepossuem o gene
que queremos transferir. As estirpes receptorasassaeste estudo foram faecium
GE1 eE. faeciumBM4105. Ambas as estirpes séo resistentes a rifamape acido

fusidico eE. faeciumGE1 é ainda resistente a tetraciclina. As estingesptoras
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foram gentilmente cedidas pela Doutora Teresa Cdqudospital Ramén y Cajal de
Madrid.

Para proceder aos ensaios de conjugacédo, duaf®wcdionias de cultura pura das
bactérias dadoras e receptoras foram inoculadaSneinde caldo deBrain-Heart Infusion
(BHI) (OXOID) e incubadas a 37°C durante um periapimximado de 16h.

Os dois tipos de bactérias foram misturadas nagpgép 1:1, inoculando-se 2@ desta
mistura na superficie de placas BHI agar (37°C) 24hmodo a promover possiveis trocas
genéticas. Todo o crescimento bacteriano foi, posteente, suspenso em 1ml de soro
fisiol6gico. Da suspenséo retiram-se 10@ue foram semeados por espalhamento em placas
de seleccdo (meio BHI agar) contendo antibiétickug/ml de ampicilina e §oy/ml de
rifampicina) e incubadas a 37°C entre 24-48h. Ailidade das placas de seleccdo foi
controlada usando as bactérias receptdeasfgeciumBM4105 eE. faeciumGE1l) como
controlos negativos e uma bactéria da coleccao atalldlade de Farmacia do Porto que
possuia resisténcia simultdnea a ampicilina e ampgfcina, como controlo positivde.
faeciumDR344, previamente descrita como sendo capazadsférir o gengbp; foi usada

como controlo positivo da conjugacéo.

Na presenca de crescimento bacteriano, foram dasraté um maximo de 3 coldnias das
diversas placas de seleccédo e semeadas em BHiradmse colocou um disco de ampicilina
(10ug), acido fusidico (28g) e rifampicina (fig) para confirmar a presenca de possiveis
transconjugantes. Os isolados que apresentararstérega aos trés antibidticos foram

congelados em TSB com 15% de glicerol a -70°C pasterior caracterizacao.

4. Avaliacao da susceptibilidade aos antibioticos

Com o intuito de confirmar a presenca de transgamtes e fenomenos de co-
transferéncia da resisténcia a antibioticos deasufamilias que ndo a estudada, foram
realizados antibiogramas pelo o método de difusdagar com discos, segundo as normas de
CLSI (Clinical and Laboratory Standards InstitgteAs bactérias em estudo foram semeadas
em meio BHI agar e incubadas a 37°C durante 24 litranodo a ocorrer o seu crescimento.
Procedeu-se a realizacdo de uma suspensdo baxtemnansoro fisiologico estéril, até a
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obtenc&do de uma densidade de 0,5 MacFarland. Bataérias foram inoculadas com uma
zaragatoa (trés direccdes) em toda a superficiem#io de Mueller-Hinton agar.
Posteriormente, com a ajuda de um dispensadomfa@ocados discos de antibidticos
pertencentes a diferentes familias: rifampicinagf5iacido fusidico (25pg), vancomicina
(30pg), ampicilina (10pg), tetraciclina (30ug), ouitlina (30ug), eritromicina (15uQ),
guinoprisitina-dalfopristina (15ug), ciprofloxacirfaug), cloranfenicol (30ug), gentamicina
(120uQ), streptomicina (300ug) e nitrofurantoin@0fBg). As placas foram incubadas a 37°C
por periodo de 24h. As bactérias foram classifisamano susceptiveis (S), com resisténcia
intermédia (I) ou resistentes (R) aos antibiotidesacordo com a classificagdo das normas de

CLSI para o tamanho dos halos de inibicdo obtidos.

5. Amplificac&o de acidos nucleicos - método drRolymerase Chain Reaction
(PCR)

5.1 Genepbps

A resisténcia a ampicilina einterococcuspp pode estar associada a presenca do gene
pbps portador de algumas mutagces. Desta forma proessl@uamplificacdo deste gene nas
bactérias envolvidas em ensaios de conjugacaoimssi(dadoras, receptoras e bactérias
fenotipicamente suspeitas de serem transconjugantsra iSSO usaram-sprimers
previamente descritos por Dabt al, (2000) (pbpFw-5-GCACGGCAAAAATCGAACAGG-3' e
pbpsRv-5- TGCTCGTTTGGTTGCTGAATCATC-3) com as condicdes de amplificacdo descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1 -Condigbes de amplificacao usadas na amplificacgubgp

Condigcbes Tamanho do

L Concentrag Concentrag do produto
Objectivo Reagentes  Marca ao stock ao final  termociclad amplificado

or (bp)

Tampao Pro;neg 5x 1x
oC —

MgCl, FOMed  H5m omm  99°C-10

a min (1
Promeg ciclo)

e a BSA a 94°C-1 min ;
Amplificacao 62°C-1min: 1984
do genepbps dNTP’s  Frilabo 10mM 0,2mM  720C4min

(25 ciclos)
72°C - 10
Taq Promeg 5ulu| 1.25U min (1 CiClO)

Polimerase a

5.2 Transposdes conjugativos

Nas raras descricdes de transferéncia horizontaplijg para bactérias receptoras
estiveram envolvidos transposfes conjugativos (Bahl 2000, pp.1469-1470; Valdetage
al, 2009, pp.17-18) que justificaram tal mobilizacBesta forma, procedeu-se, nas bactérias
envolvidas em ensaios de conjugacdo positivos (dadoreceptoras e bactérias
fenotipicamente suspeitas de serem transconjugaatesplificacdo de integrases, excisases
e transposases de transposfes conjugativos e traimeposdes a eles associados encontrados
em varios géneros de bactérias de Gram positivopridsers utilizados encontram-se na

Tabela 2 e as condi¢Ges de amplificacdo na Tabela 3
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Tabela 2 - Sequéncia nucleotidica dos primers usados parardifidacdo de transposdes

conjugativos

e outros a

eles associados.

Objectivo

Primers

Referéncia Bibilografica

Tn916/Tn1545

Tn917

Tn5397

Tn5398

Tn5253

Tn5386

EfcTnl

CW450tet(M)

IntF-5" GCG TGATTG TAT CTC ACT-3’
INtR-5' GAC GCT CCT GTT GCT TCT-
XisF-5' AAG CAG ACT GAC ATT CCT A-3
XisR-5' GCG TCC AAT GTATCT ATA A-3

tnpA1-5' ATC GAT TCG GTA GTG CTAAT-3'
tnpA2-5' CAA TAA CAT TGG CGT GTATC-3’
tnpR1-5' GTG AGT ACG GAT GAT CAA AA-3'
tnpR2-5’ TGA GGT AAC GGT AAAAGG TT-3'

tndXF-5" ATG ATG GGT TGG ACA AAG A-3’
tndXR-5" CTT TGC TCG ATA GGC TCT A-3

ORF298F-5'GCG TAG TTA TGG AGA AGG AA-3'
ORF298R-5' TTG TCATAG CCT TTG TGT TC-3'

Catp194F-5-TCCTTTTTCTCT TGC TGC TT
Catp194R-5"-TCC TGC ATG ATA ACC ATC AC-!

Int 5386 F-5"-CTT GTT CCT ACG GAC AGA GT-
Int5386R-5"-AG CCG TGA GCG TAA TAA TTC-.

Xis5386F-5"-ATA CTG ATG TGC CTG TAT GG-3

Xis5386R-5"- TCG CTT TAT CTG AAT ACG G-

Int CTn1F-5-CAT CGA GTC TAA CCG ATT GT-

Int CTn1R-5-GAC CCA AAC GAA CTT GTA CT-:
Xis CTn1F-5-CGA AGT ATT AAC CGA ACA GA-Z
Xis CTn1R-5"-TAT CAT CGC GAT CAA AAC GA-

Int 459 F-CTGTTTCCGATATTGAGC
Int 459 R- GTTTCGCAAGTAGTCTACAG

Novais et al, 2008

Novais et al, 2008

Novais et al, 2008

Novais et al, 2008

Novais et al, 2008

Novais et al, 2008

Novais et al, 2008

Novais et al, submitted
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Tabela 3 - Condicdes utilizadas nas reaccbes de PCR paraphfieatdo dos diferentes
genes que codificam para os transposdes conjugativo

Concentragao
Transposdes final dos Condicdes do Tamanho do produto
identificados reagentes termociclador amplificado
usados
Tampao de 95°C-10min (1ciclo). Ctnl Int - 869bp
PCR 1x; 2mM 94°C-30s, Ctnl Xis —206bp
MgCI2 0,5 53°C- 30s, 5396 Int — 1025bp
uMde cada 72°C- 30s, 5396 Xis — 155bp
Tn5396,EfcTnl primer ; 0,2mM (25 ciclos).
de cada dNTP ; 72°C-10min
1,25U Taq (1 ciclo)
Polimerase
Tampao de 95°C-10min Int-1046bp
PCR 1x ; 2mM (1ciclo) Xis- 194bp
MgClI2 0,5 94°C-30s, tnpA- 854bp
pMde cada 54°C-30s, tnpR- 517bp
Tn916/Tn1545e primer ; 0,2mM 72°C-30s,
Tn917 de cada dNTP ; (25 ciclos).
1,25U Taq 72°C-10min
Polimerase (1ciclo)
Tampéo de 95°C-10min tndX-609bp
PCR 1x ; 2mM (1ciclo) ORF298-784bp
MgCI2 0,5uM 94°C-45s, Capt - 1331bp
de cada primer 56°C-45s,
Tn5:_3|_9n7é£225398, L 0.2mM de 72°C-.2mim,
- cada dNTP ; (25ciclos)
1,25U Taq 722C-10min
Polimerase (1ciclo)
Tampéo de 95°C-10min
PCR 1x ; 2mM (1ciclo)
MgCI2 0,5uM 94°C-45s,
de cada primer 56°C-45s, Int459 — 854bp
; 0,2mM de 72°C-2mim,
CW459tet(M) cada dNTP ; (25ciclos)
1,25U Taq 722C-10min
Polimerase (1ciclo)
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5.3 Visualizagéo dos produtos de amplificacéo

Os produtos de amplificacdo das reaccbes de PCanfaorridos por electroforese
horizontal num gel de agarose a 2% em Tris AcdER®A.(TAE) 1X contendo 0,01% de
Sybr Safe(Invitrogen). Foram aplicados fi0de cada amostra na corrida de electroforese
assim como Hu de um marcador de DNA (Hyper Lader IV- Biolinéds corridas de
electroforese decorreram a 110V durante 40 min@ssresultados foram visualizados num
transiluminador e adquiridos digitalmente com paoga Quantati oneversion 4.6.1 Buidl
055. (BioRad).

V. Resultados

1. Pesquisa da presenca dglactamases

A degradacdo do nitrocefim néo foi observada emhmera bactéria pelo que nao se

detectou a presenca flidactamases entre os isolados incluidos no presstido.

2. Ensaios de conjugacao

Dos 86 ensaios de conjugacéo realizados s6 foiygbsbter transconjugantes a partir de
duas bactérias dadoras. Estas foram obtidas desumiaultura do Sul de Portugal em duas
ocasides distintas (Abril de 2006 e Mar¢o de 200n). dos isolados é proveniente de uma
amostra de esterco seco e outra do pé de uma @aecilg uma porca parideira e seus leitdes.

3. Avaliacao da susceptibilidade aos antibioticos

Com o intuito de verificar a transferéncia de csist&ncia a outros antibioticos foi
executado o teste de difusdo com discos em agabawérias dadoras, transconjugantes e

receptora.

Apenas prosseguiu o0 estudo um transconjugante eofis pe susceptibilidade distintos,

de cada conjugacéo executada.
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Através da tabela apresentada pode observar-sefgnémeno de co-resisténcia, a outros
antibiéticos que ndo a ampicilina, nao ocorreus s transconjugantes, com excepc¢do da

resisténcia a ampicilina, apresentam o mesmo pé€filsusceptibilidade que a bactéria

receptora.

Tabela 4 -Susceptibilidade das bactérias dadoras, transcamiesg e receptora aos diferentes

grupos de antibioticos.

Antibidticos Susceptibilidade dos isolados
SN71 TCSN71.1 SN512 TCSN512.1 GE1
Vancomicina S ND S ND S
Teicoplanina S ND S ND S
Ampicilina R R R R S
Tetraciclina R ND* R ND * R
Minociclina I ND* R ND* R
Eritromicina R S R S S
Quino/Dalfo I S I S S
Ciprofloxacina I ND S S S
Cloranfenicol S ND S S S
Gentamicina S S S S S
Streptomicina R S R S S
Nitrofurantoina R S R S S
Rifampicina S R S R R
Ac. Fusidico S R S R R

Legenda: S - Sensivel; R - Resistente; | - Const@stia intermédia; ND - Ndo determinado;

* - A estirpe receptor&. faeciumGEL ja é resistente as tetraciclinas.
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4. Amplificacdo de acidos nucleicos - método deolymerase Chain Reaction
(PCR)

4.1 Genepbps

A amplificacdo dopbpb foi observada quer nas estirpes dadoras queraspectivos

transconjugantes. No entanto, esta ausente naribacéeptoreE. faeciumGEL, indicando
gue houve transferéncia deste gene durante o gmdesconjugacao (Fig.1).

1 2 3 4 5 6
L —— B ——— 4 —— g - ———-
1984bp Pr— — — — =
1000bp —_—
—t——
100bp R

Figura 3 - Amplificacdo do genepbp nas bactérias dadoras, na receptora e nos
transconjugantes. 1E. faeciumGE.1; 2- Dadora SN71; 3- Transconjugante SN71.1;
4- Dadora SN512; 5- Transconjugante SN512.1; 6-citior de DNA.

4.2 Transposdes conjugativos

No sentido de avaliar se alguns dos transposOegigaiivos que aparecem em
bactérias de Gram positivo eram responsaveis pelaferéncia dpbps;, tentou amplificar-se

integrases e excisases de538g EfcTnl, Tn917, Tn916Tn1545 Tn5397,Tn5398 Tn5252
e CW45%tM. Nas estirpes dadoras detectou-se53RY e Trb398 e aparentemente
CW453etM que aparece, nestas estirpes, com uma banda(Bi&bR). No entanto, o unico

transposdo observado nos transconjugantes foi Cia#b6<uja integrase foi igualmente
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amplificada na receptor&. faeciumGE1l (Fig.2). Os resultados foram confirmados por
ensaios de hibridacdo com sondas especificas Makb@etM (Freitas AR., Novais C, Peixe
LV, Coque TM-comunicacdo pessoal) tendo-se vedficaste transposdo apenas nas
bactérias transconjugantes e na estirpe recepideste modo, pode concluir-se que
CW453etM ndo estd envolvido na disseminacdoptgb. Até ao momento, a presenca de
CW459etM emE. faeciumGEL1 era desconhecida.

1000bp
854bp
500bp

Figura 4 - Amplificacdo da integrase de CW486®/ nas bactérias dadoras, na receptora e
nos transconjugantes. 1- Marcador (Hipperladdey 2/)Dadora SN512; 3- Transconjugante
SN512.1; 4- Transconjugante SN512.2; 5- Dadora SMN/#1Transconjugante SN71.1,
7- E. faeciumGE.1.

V. Discussao

A utilizacdo de ampicilina/amoxicilina isoladamente em conjunto com outras
classes de antibidticos como os glicopéptidos oin@gticosideos constitui uma alternativa
importante no tratamento das infeccbes enterocfici® entanto, nos Gltimos anos, a
resisténcia aoB-lactamicos enkEnterococcuspp tem aumentado no ambiente hospitalar de
varios paises do globo, estando, por vezes, iselagsistentes envolvidos em situacdes
endémicas (Leavist al., 2006; p. 454).

Vérios estudos de tipagem @&mterococcusspp por MLST Kultiloccous sequence

typing mostraram que as estirpes hospitalares e, sdoreds associadas a surtos
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nosocomiais, estdo associadas num grupo espediicominado de Complexo Clonal 17
(CC17) (Leaviset al, 2006; p. 454). Sao varias as caracteristicassguapontam como
marcadores deste grupo que parecem favorecer adspsacao ao nicho hospitalar, estando
entre elas a resisténcia a ampicilina. De factalisar-mos para a historia d&sterococcus
spp de alguns paises, nomeadamente dos EstadassUlsdAmérica, verificamos que antes
da fase endémica denterococcusspp multi-resistentes, nomeadamente aos glicajmpti
(altamente preocupantes nos dias de hoje), umataxada de resisténcia a ampicilina ja era
verificada (Leaviset al, 2006; p. 454). Esta resisténcia parece meltemlaptacdo destes

isolados ao ambiente hospitalar.

Por tudo o que foi atras referido, a identificad@s mecanismos de resisténcia gos
lactdmicos e a compreensao da sua forma e frequéaalispersdo assumem uma particular

importancia.

Tal como a resisténcia verificada para outros gsufgantibiéticos, nichos ecologicos
extrahospitalares como animais para consumo humamiiente de producdo animal,
humanos saudaveis e ambiente aquéatico podem skrvieservatorio de isolados e genes
envolvidos na resisténcia afidactamicos, sendo fundamental o seu estudo paeahoa

avaliacao da epidemiolgia da resisténcia.

No presente estudo, verificou-se que isoladostesdess a ampicilina representativos
de varios nichos ecolégicos Portugueses (hosgitaucdo animal, humanos saudaveis e
ambiente aquatico) ndo eram produtgdactamases. Esta observacdo vem reforcar os dados
encontrados por outros autores em que o principahnmismo de resisténcia estava associado
a expressao debp; (Harthug,et al 2000, P.145; Valdezatet al 2009, p.17). No entanto, as
elevadas taxas de resisténcia encontradas no gdgodem ser apenas justificadas pela
mutacdo espontanea deste gene, classicamente aradsiccomo estando ndo envolvido em
mecanismos de transmissao horizontal. RecenteniRiteet al (2005, p.5007) e Hanrahan
et al (2000, p.1349) detectaram a transferénciplag entre isolados dEnterococcusspp,
mostrando que, afinal, mecanismos de transmissdzohtal podem estar envolvidos na sua
dispersado. Os resultados obtidos neste estuddrmant esta possibilidade, uma vez que foi
possivel obter transconjugantes em duas ocasi@essotados oriundos de suiniculturas. A

aquisicdo debps por E. faeciumGE1 e respectiva resisténcia a ampicilina, cordfimyue a
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aquisicdo deste gene é responséavel pela faltatdédade da ampicilina. A sequenciacao de
pbps dos transconjugantes seria fundamental para ateaeacéo das mutacdes envolvidas

nestas estirpes e sua possivel comparacao cons @stuaos internacionais.

Tal como descrito por outros autores, a frequéuaadisseminacdo dpbps foi
extremamente baixa, pelo menos nas condi¢cbes noengd utilizadas no laboratério para
este tipo de ensaios. Sera fundamental, em esfutioss, fazer optimizacdo de ensaios de
conjugacgéao par@-lactamicos e/ou conjugacdes vivo no sentido de comprender melhor a
dispersao deste gene. O facto de se ter repetidoszos de conjugacdao uma unica vez, ao
contrario de outros estudos (minimo de 3 vezes)e(®ial, 2005, p.5007) pode ter também

diminuido a possibilidade de obtencéo de mais tados positivos.

Dado que os raros casos de disseminacgmbpeestiveram associados a presenca de
transposfes conjugativos como5B86 e TrD16 (que conferem resisténcia as tetraciclinas)
(Hanraharet al, 2000, p.1349; Ricet al 2005; p.5007; Lt al, 2005 p.3939), fomos avaliar
a presenca, deste tipo de elementos nos transobgsgabtidos. A sua auséncia sugere que
outras plataformas genéticas servem como transp@idgs, sendo necessarios mais estudos
de caracterizagdo molecular para a sua identificaédicionalmente, a auséncia de co-
transaferéncia de resisténcia aos outros grup@siil@oticos estudados, sugere qum; se
pode ter incorporado em elementos genéticos queesi@m tradicionalmente associados a

resisténcia aos antibioticos.

A presenca de CWAEIM, quer na estirpe receptoia faeciumGEL1l quer nos
transconjugantes, indica-nos daefaeciumGEL ja possui naturalmente este transposéo, nao
sendo possivel avaliar o seu envolvimento na dissey@o horizontal dpbps. No entanto, a
presenca de CWA4ESM nesta estirpe receptora estd ser descrita péfaeipa vez. O
conhecimento das caracteristicas das estirpestoeas@ fundamental para que estas possam
ser correctamente escolhidas no laboratério pasai@n de conjugacdo e caracterizacao

molecular de elementos genéticos moveis.

Os dois isolados denterococcuspp de suiniculturas envolvidos na transferéneia d
pbp; pertencem ao complexo clonal CC17, anteriormesferido (Freitas A.R., Novais C.,

Coque T.M., Peixe L.- comunicacdo pessoal) sugeroge os suinos podem constituir um
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reservatorio de estirpes com interesse clinicone caracteristicas que Ihes permitem uma

boa adaptagéo ao nicho hospitalar.

Em conclusao, pode-se dizer que o gelng esta associado a resisténcia a ampicilina,
e que a sua disseminacao horizontal acontece. dsstadleculares mais aprofundados sao
fundamentais para compreender melhor a naturezaudadisseminagcéo horizontal e da

epidemiologia da resisténcia gb$actamicos enkEnterococcuspp.
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