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Caracterizagao de isolados clinicos e ambientais de Acinetobacter sp.:

presenca de ISAba1 e diversidade de blapxa-51-ike’

Resumo

Autora: Carolina de Souza Gusatti
Orientadora: Dra. Gertrudes Corgcao

A capacidade de adquirir, com facilidade, resisténcia a terapia antimicrobiana
torna-se uma das caracteristicas mais estudadas em Acinetobacter sp.,
mundialmente conhecido por estar relacionado a surtos de infeccbes
associadas a assisténcia a saude (IAAS) e por ser apontado como um grave
problema de saude publica. Embora isolados clinicos desse género sejam
extensivamente estudados quanto a presencga e a diversidade de genes do tipo
OXA-carbapenemases,existem poucos estudos sobre essa relagdo em
isolados ambientais. Este trabalho teve como objetivo determinar a presenca
de carbapenemases do tipo OXA (e sua diversidade), de ISAbaf e de sua
relagdo com as carbapenemases em isolados clinicos e de esgoto hospitalar
de Acinetobacter sp. na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Um total de
310 isolados (145 clinicos e 165 ambientais) foram submetidos a analise por
PCR das regides genéticas de interesse. A diversidade dos genes do tipo
blaoxa-s1 foi realizada por DGGE. Os resultados indicam a presenga do gene
blaoxass €m um isolado, pela primeira vez no Brasil. A sequéncia ISAba1 foi
frequentemente encontrada (92,9%), porém, a sua associagao com blapxa-51 foi
baixa e encontrada em 9,8% dos isolados clinicos e em 6,5% dos isolados
ambientais. A analise de diversidade revelou uma baixa freqiéncia de alelos de
OXA-51 entre os isolados estudados, sendo blapxaes a variante mais
encontrada. Contudo, podemos afirmar que o esgoto hospitalar analisado
constitui-se de uma fonte de contaminacao de bactérias patogénicas e que as
precarias politicas de saneamento podem proporcionar a disseminacdo de
multirresisténcia para o0 meio ambiente.

'Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente -
Microbiologia Molecular de Procariotos e Eucariotos, Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brasil. (94p), Abril, 2011.
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Characterization of clinical and environmental isolates of Acinetobacter sp.:
ISAba1 presence and diversity of blapxa-51-iike *

Abstract

Author: Carolina de Souza Gusatti
Advise: Dr. Gertrudes Corgao

The ability of easily acquiring resistance to antimicrobial therapy becomes one
of the most studied features in Acinetobacter sp., world renowned for being
related to outbreaks of infection associated with health care and for being
appointed as a serious public health problem. Although clinical isolates of this
genus are extensively studied for the presence and diversity of OXA-
carbapenemase genes, there are few studies about this relationship in
environmental isolates. This study aimed to determine the presence of OXA-
type carbapenemases (and yours diversity), of ISAba7 and its relationship with
carbapenemases in clinical and hospital sewage isolates of Acinetobacter sp. in
Porto Alegre, Rio Grande do Sul. A total of 310 strains (145 of clinical origin and
165 of environmental origin) were subjected to PCR analysis of genetic regions
of interest. The diversity of blapxa-s1-ike genes was performed by DGGE. The
results indicate the presence of the gene blapxass in an isolated, for the first
time in Brazil. ISAba7 was frequently found (92.9%) but its association with
blaoxa-s1-ike Was low and was found in 9.8% of clinical isolates and in 6.5% of
environmental isolates. The diversity analysis showed that there is a low
frequency of alleles of OXA-51 among the studied isolates being blapxa-ss
variant the most often found. However, we can state that the hospital sewage is
considered to be a source of pathogenic bacteria contamination and that the
poor sanitation politics contributes to the spread of multidrug resistance in the
environment.

'"Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology
— Molecular Microbiology of Prokaryotes and Eukaryotes, Institute of Basic
Health Sciences, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
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1.  INTRODUGAO

O género Acinetobacter estd amplamente distribuido na natureza,
principalmente em ambientes aquaticos, apresentando-se sob a forma de
cocobacilos Gram-negativos, nao fermentadores de glicose. Por sua
capacidade de resistir ao dessecamento e a condi¢gdes adversas, normalmente
habita a pele humana e trato respiratorio superior, constituindo parte da
microbiota normal humana. Atualmente, existem mais de trinta espécies ja
identificadas, sendo que o complexo A. baumannii - A. calcoaceticus esta entre
as espécies bacterianas clinicamente relevantes, estando muitas vezes
relacionados a casos de infecgdo associada a assisténcia a saude (IAAS).
Essas infecgbes, geralmente oportunistas, quando acometidas em pacientes
imunocomprometidos, tendem a ser graves, pois 0 micro-organismo adquire
facilmente resisténcia ao tratamento com antibiéticos.

Nos ultimos anos, o género Acinetobacter vem se destacando por
apresentar, com muita facilidade, resisténcia a diversos antibioticos, entre eles
aos B-lactamicos, utilizados como principal terapia em infeccdes bacterianas
desse tipo. Tal género, por estar presente nos mais diversificados ambientes, é
capaz de albergar genes que causam resisténcia e dissemina-los através de
elementos moéveis presentes em seu genoma. Para tanto, o conhecimento
desses genes é de fundamental importancia, pois estdo envolvidos no

mecanismo de ag¢ao de enzimas [3-lactamases.



Entre as enzimas que hidrolisam os carbapenémicos em
Acinetobacter sp., as oxacilinases (pertencentes a classe D de Ambler) sdo as
mais importantes e estdo distribuidas em quatro subgrupos filogenéticos
principais: tipo OXA — 23, tipo OXA — 24/40; tipo OXA — 51 e tipo OXA - 58. O
subgrupo OXA — 51 esta relacionado com a espécie Acinetobacter baumannii,
sugerindo que a identificagdo através desse gene poderia ser uma maneira de
identificacao da espécie.

O subgrupo OXA-51 é conhecido por sé expressar resisténcia aos
carbapenémicos quando possui associagao direta com sequéncias de insercao
do tipo ISAba (as ja relatadas para a este grupo foram ISAba71 e ISAba9).
Essas sequéncias sdo conhecidas por serem 0s menores € mais abundantes
elementos genéticos capazes de realizar transposicao e possuirem, em seu
conteudo, sequéncias de DNA que atuam como promotores genéticos,
aumentando desta maneira, a expressao da proteina a que estdo associados.

Devido a grande diversidade dos genes blapxa, existe uma
dificuldade em determinar com exatiddo qual gene a bactéria apresenta. Para
tanto, técnicas de biologia molecular tendem a ser uma valiosa ferramenta. O
desenvolvimento de técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) com o
uso de oligonucleotideos iniciadores para grupos afins representa um grande
avanco no estudo de diversidade genética. Além disso, analises por DGGE
(Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturagdo) constituem uma
ferramenta simples, porém poderosa para detec¢gao de mutagdes ao longo da

fita de DNA, utilizada para identificagao de variantes genéticas.



Para tanto, o presente estudo teve por objetivo fazer uma analise da
presencga de carbapenemases do tipo OXA (OXA-24 e OXA-58) e da presenca
de ISAbat1 bem como sua associagdo com blaoxa-s1 € blaoxa-ss na tentativa de
justificar a multirresisténcia dos isolados analisados. Num segundo momento,
procurou-se realizar estudo de diversidade genética do grupo OXA-51 em
isolados de Acinetobacter baumannii, com finalidade de verificar a frequéncia

dos alelos presentes nos isolados em estudo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Acinetobacter

A historia taxonémica do género Acinetobacter é bastante confusa,
datando de 1911, quando o cientista alemao Beijerinck descobriu uma nova
espécie isolada de solo e nomeou-a Micrococcus calcoaceticus. Entretanto,
conforme 0s anos se passaram, nOVOS micro-organismos, com caracteristicas
similares foram descobertos e entdo, classificados em pelo menos 15 espécies
e géneros diferentes, entre eles Diplococcus mucosus, Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi,
Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella Iwoffi var. glucidolytica,
Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus e Achromobacter mucosus
(Peleg et al., 2008).

Porém, em 1954, com o intuito de distinguir as cepas moveis de nao
moveis, o género foi reclassificado por Brisou e Prévot e nomeado como
Acinetobacter (do grego akinetos: ndo movel). Consistem em bactérias
saprofiticas Gram-negativas, estritamente aerdbias, ndo moveis, catalase
positiva e oxidase negativa, com 39-47% moles de conteudo de GC em seu
DNA (Bergogne-Berezin e Towner 1996). Durante a fase exponencial,
apresentam-se sob forma de bacilos, ocorrendo aos pares e em alguns casos,
em cadeias. Quando entram na fase estacionaria, diminuem e assumem a

forma cocdide podendo permanecer singulares ou agrupando-se aos pares; em



algumas cepas, as células podem ser encapsuladas. Ndo sao capazes de
produzir esporos nem pigmentos, e ndo fixam o nitrogénio. Crescem em meio
mineral com acetato como unica fonte de carbono e utilizam amédnia ou nitrato
como fonte de nitrogénio. Algumas cepas podem utilizar uma ampla variedade
de compostos organicos como fonte de carbono, entre eles, hidrocarbonetos,
acidos alifaticos, acucares pentoses, alcodis, aminoacidos e componentes
aromaticos. Sao incapazes de utilizar metanol, glicerol, alcodis poli-hidricos,
dissacarideos e polissacarideos. Com raras excegdes, sao incapazes de
crescer em ambientes com D-glicose ou gluconato como fonte de carbono. A
maioria das cepas sintetiza lipase e poucas sao capazes de produzir gelatinase
(Baumann et al.,1968).

O género foi inicialmente encaixado na familia Neisseriaceae, mas
estudos de hibridizacdo DNA-rRNA e andlises filogenéticas baseadas na
amplificagdo de fragmento do DNA ribossomal 16SrRNA mostraram que o
género Acinetobacter, na realidade, pertencia a subclasse y da Classe
Proteobacteria. O género foi, entéo, re-alocado dentro da familia Moraxellaceae
(Janssen et al., 1997). Atualmente existem, pelo menos, 33 espécies e destas,
17 ja foram nomeadas; as espeécies remanescentes (genbmicas) sao
designadas por numeros. Esta classificacdo é derivada de estudos feitos por
Bouvet e Jeanjean (1989) e Tjernberg e Ursing (1989). Espécies como
Acinetobacter marinus, Acinetobacter seohaensis, Acinetobacter rhizosphaerae
e Acinetobacter venetianus permanecem sob revisdo (Hanlon, 2005).
Recentemente, 10 espécies adicionais foram identificadas, sendo trés de

origem clinica, A. parvus, A. schindleri e A. ursingii, e sete isoladas em vegetais



existentes em sistemas de lodo ativado, A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A.
tjernbergiae, A. towneri, A. tandoii e A. gerneri (Peleg et al., 2008).

A identificagcdo fenotipica pelos métodos bioquimicos usuais
encontra dificuldade em diferenciar as quatro espécies do complexo A.
baumannii- A. calcoaceticus (Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
calcoaceticus e as duas espécies genbmicas ndo nominadas: 3 e 13UT)
(Tabela 1). Isto se deve a similaridade genética e fenotipica das espécies. A.
calcoaceticus é considerado um organismo do solo, enquanto as outras trés
sdo as espécies clinicamente mais importantes do género, sendo que
Acinetobacter baumannii aparentemente € mais prevalente em infecgdes e
epidemias (Chang et al., 2005). Métodos mais apurados e eficientes para a
identificacdo do género utilizam técnicas moleculares como hibridizagdo DNA-
DNA, ribotipagem, amplificacdo de 16S rDNA e analise por eletroforese de
campo pulsado (Carr, 2003).

Acinetobacter sp. tem caracteristicas ubiquitarias e pode ser isolada
do solo e da agua, onde sdo amplamente distribuidos (Misbah et al., 2005).
Habitam a pele humana e sao capazes de colonizagao transitéria do trato
respiratorio superior, entretanto ndo sao considerados agentes patogénicos em
pessoas saudaveis. Em contrapartida, sdo considerados patdégenos
oportunistas importantes, causadores de infecgdes nosocomiais (Janssen et
al., 1997). Nos ultimos anos tem sido isolado com mais frequéncia no ambiente
hospitalar onde pode causar sérias infeccdes, principalmente em pacientes
debilitados e internados das Unidades de Terapia Intensiva (UTls) (Higgins et

al., 2010). Os principais sitios de infecgdo sdo o trato respiratério, o trato



urinario, a corrente sanguinea, ferimentos e queimaduras (Karlowsky et al.,

2003).

Tabela 1: Diferenciagdo fenotipica das espécies gendmicas do complexo

Acinetobacter calcoaceticus -A. baumannii.

Espécies genémicas
Caracteristicas

A. calcoaceticus A. baumannii 3 3UT
Crescimento a 41 °C [-] + vV o+
Crescimento a 44°C - + - \Y,
Crescimento em:
L-Arabinose \Y [+] \% +
D-Glucorato \Y [+] [+l [
D-ribose \% [+] Vo [+]
Acido Sérbico [-] \% -1 [+]
Glicerato [+] [-] Vo [
Levulinato \Y \ - [
L-Tartarato [-] \% [+1 [
Acetil-L-Glutamina [-] \% vV |V
D- Asparagina + - - [
L-Hidroxiprolina [-] [+] -1 Vv

Adaptado de Garrity et al., 2005.
Simbolos: + = todas as cepas positivas; [+]= 80% ou mais positivas; V= 20-79% positivas; [-]=

20% ou menos negativas; - =todas as cepas negativas

A habilidade de sobreviver em superficies secas e resistir ao
dessecamento torna as cepas de Acinetobacter baumannii capazes de
permanecer na pele dos pacientes, médicos e enfermeiros por periodos

prolongados, tornando-se potenciais causadores de surtos de infeccao



hospitalar. Além da pele, a transmissdo pelos ductos de ar condicionado
também tem sido observada, o que contribui para a contaminagdo dos
equipamentos medicos e transmissao para os pacientes (Jawad et al., 1998). A
persisténcia desta espécie também ocorre pela capacidade de crescer em uma
faixa ampla de temperatura e pH, o que favorece a permanéncia em ambientes
hospitalares (Abbo et al., 2005).

Os surtos de infecgbes associadas a assisténcia a saude (IAAS)
causadas por Acinetobacter sp. podem ser controlados reforgcando a higiene
das maos, limpeza dos pisos e paredes, bem como a esterilizacdo dos
equipamentos, leitos, roupas e equipamentos de ventilagdo (Tabela 2) (Coelho

et al., 2004).

2.2 Multirresisténcia em Acinetobacter sp.

As infecgbes por Acinetobacter sp. tornam-se cada vez mais graves
a medida que as bactérias apresentam resisténcia aos antimicrobianos do
tratamento a que sdo submetidas. Desde o inicio de 1970, isolados de
Acinetobacter  sp. (principalmente  Acinetobacter  baumannii)  tem
progressivamente acumulado resisténcia sucessiva as  penicilinas,
cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosideos. Consequentemente, o uso de
carbapenémicos tornou-se a terapia de escolha para as infecgcbes sérias

causadas pelo género (Coelho et al., 2004).



Tabela 2: Métodos usuais de controle e prevencdao de infecgdes causadas por

Acinetobacter sp.

Método

Comentarios

Controle na origem
Precaugdes classicas

Barreiras de Contato

Limpeza do ambiente

e desinfeccao

Agrupamento de
pacientes
Agrupamento de
profissionais de saude
Fechamento da
unidade de tratamento
Administracéo de
Antimicrobianos

Vigilancia

Efetivo em surtos onde a fonte de infecgao € conhecida.
Inclui a higiene das maos, uso correto de jalecos e EPIs*.
Uso de equipamentos exclusivos ao paciente, bem como o uso

correto de luvas e jalecos proprios ao entrar em unidades de

isolamento.
Contaminagdo ambiental disseminada ¢€é frequentemente
encontrada em surtos epidémicos, onde reservatorios

ambientais facilmente atuam como fonte de infecgao.

Agrupar pacientes colonizados e infectados em unidades
isoladas.

Designar grupos especificos de profissionais para tratamento
apenas dos pacientes infectados e colonizados.

Requerido em alguns casos de surto apenas para interromper a
transmissao e proceder a desinfecgéo do local.

Programas de administragdo criteriosa de antimicrobianos,
prevenindo a selecido de cepas clonais resistentes.

Vigilancia passiva ou ativa pode identificar novos casos de
colonizacao e infecgao para que um rapido controle possa ser

implementado.

Adaptado de Maragakis e Perl, 2008.
* EPIs: equipamentos de protegao individual

A resisténcia a aminoglicosideos ocorre principalmente pela

presenca de

acetiltransferases,

enzimas

nucleotidiltransferases e fosfotransferases,

modificadoras de  aminoglicosideos, como

que sao



10

expressas por genes presentes em integrons de classe 1, comuns no género
Acinetobacter. Recentemente, metilacbes no 16s rDNA (metiltransferase armA)
também tem sido descritas em cepas japonesas, coreanas e americanas
(Peleg et al., 2008). Essas enzimas atuam impedindo a ligacédo do
antimicrobiano ao seu sitio alvo, gerando, dessa maneira, os altos niveis de
resisténcia descritos aos aminoglicosideos clinicamente relevantes como
gentamicina, tobramicina e amicacina (Doi e Arakawa, 2007). Ja a resisténcia a
quinolonas €& dada por modificagbes em enzimas como DNA girase e
topoisomerases do tipo IV, através de mutagcdes em genes gyrA e parC,
respectivamente, que impedem a ligagdo dos antimicrobianos a seus sitio
alvos, culminando na resisténcia aos mesmos (Hamouda e Aymes, 2006).
Além de mecanismos enzimaticos, estudos tem relacionado a presenca de
bombas de efluxo com os altos niveis de resisténcia a esses e outras classes
de antimicrobianos, como as tetraciclinas e seus derivados, macrolideos,
polimixinas e trimetropim/sulfametoxazol em Acinetobacter sp. (Gordon e
Wareham, 2010).

Atualmente, conforme mencionado anteriormente, a principal terapia
de escolha para infecgdes desta natureza € o uso de [-lactamicos,
principalmente os carbapenémicos, como imipenem e meropenem. Porém, a
crescente resisténcia a esses antibidticos vem dificultando ainda mais o
tratamento. Geralmente, essas caracteristicas de resisténcia sdo adquiridas por
meio de elementos mdveis presentes no genoma bacteriano (transposons e
plasmideos) e, por isso, tendem a se disseminar no ambiente em que se

localizam (Looveren et al., 2004).
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Acinetobacter é resistente a maioria dos B-lactamicos, em particular
penicilinas e cefalosporinas. Atualmente, a resisténcia a antibidticos € dada
por trés mecanismos de resisténcia: producdo de enzimas capazes de
hidrolisar antibiéticos, reducdo do acesso ao alvo do antibacteriano e
alteragdes do sitio de agédo do antimicrobiano (Maragakis & Perl, 2008).

O principal mecanismo de resisténcia € a producao de B-lactamases
cromossOmicas ou plasmidiais, como a expressao de cefalosporinase AmpC,
B-lactamases de espectro estendido (ESBL), metalo-B-lactamases (MBL) e
carbapenemases do tipo OXA (OXA-carbapenemases). Além disso, a baixa
permeabilidade da membrana externa, resultado da diminuicdo do tamanho
dos poros da membrana e/ou da producao limitada de porinas. Alteracdes na
afinidade das proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs- penicillin-binding
proteins) e a superexpressao de sistemas de bombas de efluxo também tem
sido identificados como mecanismos de resisténcia aos [(-lactamicos, pois
limitam a entrada do antimicrobiano e/ou expulsam da célula microbiana
(Looveren et al., 2004).

O terceiro mecanismo de resisténcia, menos frequente, envolve o
aparecimento de mutacdes pontuais que levam as alteragcdes no sitio ativo do
antibidtico ou a perda de fungado, diminuindo, desse modo, a afinidade do
antibiético ou levando a sua inativacdo, e consequentemente, gerando a
resisténcia bacteriana (Maragakis e Perl, 2008).

Mecanismos combinados de resisténcia bacteriana séo
frequentemente encontrados e identificados como um dos causadores de

multirresisténcia disseminada na espécie. Canais de porinas e proteinas de
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membrana externa sdo os principais elementos responsaveis pelo transporte
de substancias ao interior celular e a resisténcia a antimicrobianos pode estar
relacionada com a perda dessas proteinas através dos canais de porinas para
a membrana externa. E provavel que juntos, a expressdo de B-lactamases, a
perda de porinas, bem como a superexpressao de bombas de efluxo sejam
responsaveis pelos altos niveis de resisténcia encontrados em isolados de
Acinetobacter sp. (Bonomo e Szabo, 2006).

Pela classificacdo de Ambler (1980), as B-lactamases sao dividas
em quatro classes distintas, com base na estrutura molecular e de acordo com
a sequéncia de aminoacidos. A classe A pertence ao grupo das penicinilases e
carbenicilinases (serino B-lactamases e -lactamases de espectro estendido-
ESBL); a classe B engloba as metalo-B-lactamases (MBL); a classe C é
referente as cefalosporinases cromossomais (cefalosporinase AmpC) e a
classe D, pertencente as oxacilinases, derivadas das serino-B-lactamases. A
resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp. pode ser conferida pela
classe B de Ambler (metalo-B3-lactamases), pela classe D (oxacilinases) ou por

mecanismos B-lactamases independentes (Coelho et al., 2004).

2.3 Resisténcia aos Carbapenémicos

Os carbapenémicos, como imipenem e meropenem, sao drogas que
possuem um amplo espectro de atividade e resistem a hidrolise da maioria das
B-lactamases, incluindo as B lactamases de espectro estendido (ESBL) e as
cefalosporinases cromossomais AmpC (Paterson e Bonomo, 2005). A

resisténcia aos carbapenémicos no género Acinetobacter geralmente é
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conferida pela producdo de metalo-p-lactamase e/ou pela produgdo de
oxacilinases, sendo as ultimas mais frequentes (Qi et al., 2008).

Embora a produgdo de enzimas hidrolisantes seja a forma mais
comum de resisténcia encontrada, mecanismos alternativos de resisténcia
podem ser encontrados, como a reducdo da atividade das PBPs,
superexpressdao de bombas de efluxo, diminuicdo da permeabilidade da
membrana ou mecanismos combinados, como a redugdo da permeabilidade
agindo em conjunto com a expressdo de enzimas [(-lactamases (Walther-

Rasmussen e Hoiby, 2006).

2.31 O gene blagxa

As [B-lactamases do tipo OXA (nome derivado de hidrolisantes de
oxacilina) formam o grupo de maior prevaléncia de familias génicas de -
lactamases codificadas por plasmideos desde o inicio dos anos 1980.
Inicialmente foram classificadas como serino 3-lactamases, porém, por serem
capazes de hidrolisar oxacilina e cloxacilina acabaram sendo classificadas em
um grupo a parte, a classe molecular D de Ambler ou OXA B-lactamases. Sao,
em geral, fracamente inibidas por acido clavulanico e EDTA e sdo conhecidas
por sua ampla variabilidade na sequéncia de aminoacidos (Bush et al., 1995).

As oxacilinases formam um grupo de B-lactamases raro, no que diz
respeito as propriedades estruturais e bioquimicas. Essas enzimas geralmente
hidrolisam oxacilina com mais eficiéncia do que benzilpenicilina. Além disso,
também hidrolisam amoxacilina, meticilina, cefaloridina, e por extensao,
cefalotina. A atividade de carbapenemase parece ser uma propriedade

intrinseca de algumas oxacilinases que ndo sao derivadas de mutagdes de
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ponto de enzimas conhecidas. A eficiéncia hidrolitica de oxacilinases
hidrolisantes de carbapenémicos (CHDLs) contra os carbapenémicos € muito
baixa. Estudos mostram que CHDLs s&o satisfatoriamente inibidas por NaCl
(Poirel e Nordmann, 2006 [a]).

A primeira B-lactamase do tipo OXA com atividade catalitica sobre
os carbapenémicos foi descrita em 1993 em uma cepa de Acinetobacter
baumanni isolada de um paciente em 1985 na Escocia. Essa enzima
apresentava pl de 6,65 e era fracamente inibida por acido clavulanico e EDTA.
Foi primeiramente chamada de ARI-1 e seu seqlienciamento revelou que se
tratava de uma enzima do tipo OXA e entdo passou a ser chamada de OXA-23.
A hidrélise de imipenem por essa enzima pode ser detectada em placa, através
de ensaio fenotipico apropriado. (Paton et al., 1993).

Oxacilinases s&o codificadas por genes da familia blaoxa.
Carbapenemases do tipo OXA tem emergido globalmente como os principais
responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter sp.
(Carvalho et al., 2009). Recentemente, o numero de genes do tipo OXA tem
aumentado drasticamente, sendo conhecidos atualmente dez subgrupos
diferentes de genes, codificando um grande numero de enzimas, sendo que,
pelo menos, 40 apresentam atividade de carbapenemases (Tabela 3).

Desses grupos, cinco ja foram descritos em isolados de
Acinetobacter sp. como produtores de carbapenemases: OXA-23, OXA-24 (ou
OXA-40), OXA-51, OXA-58 e OXA-143. Estudos mostram uma forte relagéo
entre a presencga do gene blapxa-s1 em isolados de Acinetobacter baumanni,

sugerindo que este gene poderia atuar como marcador molecular da espécie,
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uma vez que este € um gene intrinseco a ela (Turton et al., 2006[b]), tornando

a espécie um reservatério desse gene de B-lactamase no ambiente (Feizabadi

et al., 2008).

Tabela 3: Subgrupos de carbapenemases da familia OXA de B-Lactamases.

Grupo Subfamilia Membros OXA adicionais
enzimatica

1 OXA-23 (ARI-1) OXA-27 e OXA-49, OXA-73, OXA-102, OXA-
103, OXA-105, OXA-133 e OXA-134

2 OXA- 24 (OXA-40) OXA-25, OXA-26, OXA-33 e OXA-72

3 OXA-5 1 OXA-64, OXA-65, OXA-66, OXA-67, OXA-
68, OXA-69, OXA-70, OXA-71, OXA-75,
OXA-76, OXA-77, OXA-78, OXA-79, OXA-
80, OXA-82, OXA-83, OXA-84, OXA-86,
OXA-87, OXA-88, OXA-89, OXA-90, OXA-
91, OXA-92, OXA-93, OXA-94, OXA-95,
OXA-104, OXA-106, OXA-107, OXA-108,
OXA-109, OXA-110, OXA-111, OXA-112,
OXA-113, OXA-115, OXA 116, OXA-117,
OXA-130, OXA-131 e OXA-132

4 OXA-58 OXA-96 e OXA-97

5 OXA-55 OXA-SHV

6 OXA-48 OXA- 54 e OXA-SAR2

7 OXA-50 OXA-50a, OXA-50b, OXA-50c, OXA-50d e
PoxB

OXA-60 OXA-60a, OXA-60b, OXA-60c e OXA-60d
9 OXA-62 Nenhum
10 OXA-143 Nenhum

Adaptado de Queenan e Bush, 2007 e Poirel et al., 2010.
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O primeiro grupo descrito, OXA-23, inicialmente chamado de ARI-1
(de Acinetobacter resistente a imipenem) possui, além da enzima que da nome
ao grupo, mais duas variantes ja detectadas na espécie A. baumannii, OXA-27
e OXA-49 e diferem em torno de dois a cinco aminoacidos na sua constituicdo
(Qi et al., 2008). este gene foi detectado,pela primeira vez, em um isolado de A.
baumannii, na Escécia, em 1985, e apds estudos, confirmou-se a sua
capacidade de transferéncia genética para outras espécies como A. junii.
(Scaife et al., 1995). Dados recentes indicam que esta enzima esta
amplamente distribuida pelo mundo e tem sido relacionada com surtos de
infecgbes associadas a assisténcia a saude (IAAS) (Poirel et al., 2010).

Recentemente, variantes do gene blapxa-2s (nomeadas, OXA-102,
OXA-103 e OXA-105), foram encontradas no cromossomo de espécies nao
patogéncias e ambientais como Acinetobacter radioresistens. Essas enzimas,
naturalmente encontradas, quando comparadas a OXA-23, possuem até seis
variagdes de aminoacidos na constituicdo e niveis similares de resisténcia aos
carbapenémicos, indicando que espécies nao patogéncias podem estar
atuando como reservatorios desses genes de resisténcia no ambiente (Poirel et
al., 2010).

O segundo grupo alberga, além da OXA-24 (também chamado de
OXA-40), as variantes OXA-25, OXA-26, OXA-33 e OXA-72, que diferem de
um a cinco aminodacidos e apresentam em torno de 60% de homologia com o
primeiro grupo (o grupo OXA-23) (Wang et al., 2007). A enzima OXA-24/OXA-
40 foi primeiramente detectada no cromossomo de um isolado de A. baumannii

resistente a carbapémicos, de origem espanhola. Porém, esta enzima pode ser
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encontrada tanto no cromossomo, quanto no plasmideo, inclusive em espécies
bacterianas diferentes, como Pseudomonas aeruginosa. Este subgrupo de
enzimas esta distribuido em diferentes partes do mundo, como Europa,
Estados Unidos e Asia, o que indica sua crescente disseminacdo mundial
(Poirel et al., 2010).

O terceiro grupo constitui a familia OXA-51, que conta com mais de
quarenta alelos (Tabela 3) e variam em até 15 aminoacidos, possuindo menos
de 63% de homologia com outras enzimas da classe D de B-lactamases (Wang
et al.,, 2007). Embora seja um grupo numeroso, a atividade de carbapenemase
€ baixa e, muitas vezes, inativa. Este grupo de enzimas é intrinseco a A.
baumannii, estando localizadas cromossomalmente, podendo n&o conferir
resisténcia diretamente aos carbapenémicos, que esta condicionada a
regulacédo da expressdo génica por Sequéncias de Insergao do tipo ISAba (Lee
et al., 2009).

O quarto grupo possui a enzima OXA-58 e mais duas variantes,
OXA-96 e OXA-97, cada uma com um ponto de mutacdo de diferenga (Koh et
al., 2007 e Poirel et al., 2008). Este grupo possui menos de 50% de homologia
com os outros grupos de enzimas do tipo OXA (Walther-Rasmussen e Hoiby,
2006). OXA-58 foi primeiramente identificado em um isolado multiresistente de
Acinetobacter baumannii na Franga, em 2003 (Poirel et al., 2005). Desde
entdo, essa variante vem sendo isolada em varias partes do mundo, como
Europa, Américas, Asia e Africa (Poirel et al., 2006, Peleg et al., 2008).
Recentemente, foram descobertas novas variantes, OXA-97, na Tunisia e

OXA-96, em Singapura. Ambas variantes foram identificadas em isolados de
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Acinetobacter baumannii e possuem a mesma atividade catalitica da variante
OXA-58 (Poirel et al., 2010).

Recentemente, um novo grupo com atividade catalitica de
carbapenemase foi identificado em um isolado clinico de A. baumannii no Brasil
(Higgins et al., 2009). Tal variante nova, identificada como OXA-143, possui
88% de similaridade de aminoacidos com OXA-40 (OXA-24), 63% com OXA-
23, 52% com OXA-58 e, portanto, foi classificada como em um novo subgrupo
de OXA-carbapenemase (Poirel et al., 2010).

Em contraste com a heterogenicidade genética entre os diferentes
grupos de carbapenemases OXA, membros do mesmo grupo normalmente
apresentam em torno de 95% de homologia (Qi et al., 2008). Quando grupos
sem atividade de carbapenemases sdao comparados com aqueles que possuem
essa atividade, a homologia cai drasticamente, podendo existir grupos com

menos de 20% de identidade de aminoacidos (Queenan e Bush, 2007).

24 Sequéncias de Insercao ISAba

As sequéncias de insercao (IS) sdo os menores e mais abundantes
elementos de transposicdo presentes no genoma bacteriano capazes de
realizar transposi¢cao independente (Mugnier et al., 2009). Sua acdo no
aumento da resisténcia consiste no fato de poderem conter regides promotoras
que aumentam a expresséo de genes de resisténcia localizados posteriormente

no genoma (Peleg et al., 2008).
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Em Acinetobacter, varias sequéncias de inser¢cao tem sido descritas,
cada uma em associagdo com genes especificos. Sdo denominadas ISAba,
sendo as mais conhecidas ISAba1, ISAba2, ISAba3 e ISAba4. Curiosamente,
certos elementos como ISAba1 parecem estar unicamente relacionados com a
espécie A. baumannii (Peleg et al., 2008).

As carbapenemases do tipo OXA pertencentes aos grupos OXA-23,
OXA-58 e OXA-51 com frequéncia possuem associagao com esses elementos
de insercdo. OXA-23 é a mais comum e frequentemente possui elementos do
tipo ISAba1 e ISAba4, enquanto o grupo OXA-58 ja foi descrito em associagao
com ISAbat, ISAba2, ISAba3 e 1S18 (Poirel et al, 2010). Ja o grupo OXA-51
possui associacdo com ISAba1 e ISAba9. Tal variedade corrobora com estudos
que indicam que tais sequéncias, além de contribuir para a resisténcia
bacteriana, também aumentam a plasticidade do genoma bacteriano
(Figueredo et al., 2009).

A presenga de alelos intrinsecos do tipo blapxas1 pode ndo estar
correlacionada com a diminuicdo da susceptibilidade a carbapenémicos,
aparentemente porque esse gene é regulado por sequéncias de insergdo como
ISAba1. Esta sequéncia ja foi associada a outros genes de resisténcia que ndo
do tipo OXA, como blaampc € blasun nas espécies de Acinetobacter em que ja
foi descrito. Tais genes tem sua transcricdo dependente de ISAba7, que,
nestas circunstancias, atua como promotor genético (Turton et al., 2006 [a]).
Normalmente estdo presentes em multiplas copias ao longo do genoma, onde
em conjunto podem atuar simultaneamente em varios genes alvo (Héritier et

al., 20086).
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Desse modo a resisténcia aos carbapenémicos pode nao ser inferida
pela detecgdo de genes blaoxas1, mas sim, pela detecgdo deste em associagéo
a tais elementos de inser¢do. Em contrapartida, a deteccéo de alelos genéticos
que codificam enzimas do tipo OXA-23, OXA-24 e OXA-58 estdo associados
com, ao menos, a diminuicdo da susceptibilidade aos carbapenémicos

(Woodford et al., 2006).

25 Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturagao

(DGGE)

A eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo (DGGE) é um
método que se baseia na diferenciacdo de sequéncias de DNA de mesmo
tamanho, mas de composigao diferentes (Ercolini 2004). Tem sido amplamente
utilizada para diversas finalidades, entre elas, o estudo de diversidade
bacteriana, promovendo, desse modo, a caracterizagdo da composi¢cao e
dindmica populacional de ambientes diversificados (Green, 2005). Também
pode ser utilizada como uma ferramenta de biologia molecular para a
caracterizagao de diferengas genotipicas entre diversas sequéncias gendmicas
de interesse, gerando fragmentos de DNA que diferem em sua composi¢céo
nucleotidica (Henriques et al., 2006)

DGGE é um método de separacao eletroforética baseada nas
diferengcas do comportamento de anelamento das bases de nucleotideos de
fragmentos de DNA dupla fita. Quando separadas por eletroforese através de
um gel de poliacrilamida com um aumento de gradiente desnaturante quimico
(normalmente formamida e uréia), a mobilidade da molécula é retardada na

concentracdo desnaturante em que o DNA se separa parcialmente. Sequéncias
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nucleotidicas diferentes geram gradientes de desnaturagao diferentes, sendo a
técnica sensivel para a deteccao de mudangcas de apenas um par de bases.
Em um gel de poliacrilamida, as condi¢gdes desnaturantes sao fornecidas pela
uréia e pela formamida. Solugcdes desnaturantes com concentragdes baixas e
altas sao preparadas, misturadas em uma solucdo de acrilamida de modo a
formar um gel que contenha uma gradiente linear de desnaturacéo (Olaniran et
al., 2007).

Em um gel de DGGE, os fragmentos de DNA sao submetidos a um
aumento gradual do gradiente ambiental de desnaturagdo, e quando migram
através desse gradiente, parcialmente desnaturam, formando regides
parcialmente aneladas. Esse evento cria moléculas ramificadas, retardando
desse modo a migragdo da sequéncia de DNA analisada. Dessa maneira,
fragmentos de DNA de mesmo tamanho possuem diferentes padrbes de
migragado, dependendo do seu conteudo e sequéncia de bases nitrogenadas:
citosina (C), adenina (A) guanina(G) e timina (T). Melhores resultados em
termos de resolugdo de gel tem sido observado quando os produtos (oriundo
da reagcdo de PCR prévia) ndo sao totalmente separados, desse modo, a
adicao de grampos de alto conteudo de CG (de 30-40 pb) na extremidade 5’ de
um dos oligonucleotideos iniciadores faz com que uma esta regido fique
protegida do dominio de desnaturagao. A visualizagdo do padréo de migragao
pode ser realizada pela exposigédo a luz UV, apés o gel sofrer tratamento com
brometo de etidio ou outro agente que permita a visualizagdo (Deng et al.,

2008).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados Bacterianos

Um total de 310 isolados (145 isolados bacterianos de origem clinica
e 165 isolados de esgoto hospitalar) foram utilizados para a elaboragao deste
trabalho. Todos os isolados foram previamente confirmados como sendo do
género Acinetobacter por amplificacdo do gene 16S rRNA e tiveram seu perfil
de susceptibilidade testado para amicacina, ampicilina/sulbactam, aztreonam,
cefepime, ceftazidima, ciprofloxacina gentamicina, imipenem, meropenem,
piperacilina/tazobactam, trimeptropim/sulfametoxazol e ticarcilina/acido
clavulanico (Ferreira et al., 2007). Dos isolados selecionados, 244 (78,7%)
foram classificados como A. baumannii (153 isolados de efluente hospitalar e
91 isolados clinicos), uma vez que foram positivos para a amplificagdo de
genes blapxasiiike, € Nenhum apresentou blaoxa-23, segundo Ferreira (2010).
Foram selecionados os isolados que apresentaram susceptibilidade diminuida
aos carbapenémicos e ou obtiveram resultado positivo para a presenca do
gene blapxas1. Com finalidade de comparagao, também foram selecionados 15
isolados sensiveis aos [B-lactdmicos e um isolado resistente a

piperacilina/tazobactam, totalizando 16 isolados.
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Os isolados de origem clinica foram coletados em hospitais situados
na cidade de Porto Alegre, RS: Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
Hospital Sdo Lucas da PUCRS (HSL) e outros trés pertencentes ao Grupo
Hospitalar Conceig¢ao: Hospital Conceicado, Hospital Cristo Redentor e Hospital
Fémina. Ja os isolados de origem ambiental pertencem ao esgoto de trés
grandes hospitais, também situados na cidade de Porto Alegre, RS: Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Hospital Sdo Lucas da PUCRS, Hospital

Conceicao. Todos os isolados foram coletados no periodo de 2007 e 2008.

3.2 Extracao de DNA Bacteriano

Todos os isolados pertencentes a este estudo foram submetidos a
extragdo de DNA total bacteriano através do método de extragdo organica
desenvolvido inicialmente por Sambrook e cols (1989), com modificagbes para
melhorar a eficiéncia de extracao.

Para tanto, 50uL de uma suspensao bacteriana previamente
armazenada em glicerol 30% e mantida sob -20°C foi inoculada em meio de
cultura BHI (Caldo Infusdo cérebro-coragéo, do inglés, Brain-Heart Infusion-
Himedia) e cultivada a 35°C por 24-48h, até verificar-se crescimento
bacteriano. Apos o crescimento inicial, a suspensao de células resultantes foi
centrifugada a 13.000 g por cinco minutos e descartado o sobrenadante
excedente. O sedimento resultante entdo foi lavado com 700 pyL de tampao
TES (TRIS-EDTA-NaCl, anexo 1) e novamente centrifugado na mesma rotagao
e tempo anteriormente citados. O sedimento resultante foi homogeneizado em
500 pL de tampé&o TE1 (TRIS-EDTA, anexo 1). A esses 500uL de suspensédo

bacteriana foram adicionados 25uL de uma solugéo de lisozima (20mg/mL) e
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incubada a 37°C por uma hora. Apdés esse periodo, foi adicionado a
suspensao, 108uL de SDS 20% previamente aquecido a 60°C conjuntamente
com 5 pL de proteinase K (20mg/mL) e incubou-se a 60°C por mais 15
minutos. Ao lisado de células foi adicionado um volume (650 pyL) de uma
solugdo de cloroférmio-alcool isoamilico (proporcdo 24:1) e agitado
vigorosamente em agitador mecanico de tubos do tipo Vértex até formar uma
suspensao branca e espessa, a qual foi submetida a centrifugagdo de 13000g
por 5 minutos e o sobrenadante coletado. Este procedimento foi repetido trés
vezes, sendo na Uultima vez a solucdo de cloroférmio-alcool isoamilico
substituida por uma de cloroférmio apenas. Ao sobrenadante foi adicionado 8
ML de uma solugdo de NaCl (5 M) e 500uL de alcool isopropilico (mantido a
4°C). A suspensao foi misturada e incubada a 0°C por no minimo 10 minutos. A
solugao resultante foi centrifugada a 13000g por 15 minutos e o sobrenadante
descartado, o precipitado lavado com 100uL de etanol 70% e centrifugado por
mais 5 minutos a 13000g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco
a temperatura ambiente. Finalmente, o precipitado foi suspendido em 70 uL de
TE2 (TRIS- EDTA, anexo 1) e adicionado 5uL de RNAse (na concentragéo
20ug/mL). A suspensao contendo o DNA bacteriano total foi mantida a -20°C

para as analises posteriores.

3.3 Pesquisa dos genes blaoxa24, blaoxass, da Sequéncia

de Insergcao ISAba7 e da associagcao de ISAba7 com os genes blaoxa.

A identificagdo dos isolados portadores de genes blaoxa-24, blaoxa-ss,

de ISAba1 e da associacao de ISAbat com blapxa.s1 € blaoxa.ss foi realizada
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por técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os oligonucleotideos

iniciadores utilizados estao listados na Tabela 4.

Tabela 4: Listagem de Oligonucleotideos utilizados para a realizagao de PCR e de

PCR para técnica de DGGE.

Oligonucleotideos

Sequéncias

Referéncia

OXA-24 A
OXA-24 B
OXA-58 A
OXA-58 B
ISAba 1 F
ISAba 1 R
OXA-51 A
OXA-51 B
OXA-51-like-all F
OXA 51-like-all R

OXA-51 DGGE

Acin16S F

Acin16S R

5-GGT TAGTTG GCC CCC TTAAA -3

5- AGT TGA GCG AAAAGG GGATT -3
5-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG -3’
5-CCC CTC TGC GCT CTACAT AC -3

5’- CAC GAATGC AGAAGT TG -8

5'- CGA CGAATACTATGA CAC -3’
5-TAATGC TTT GAT CGG CCT TG -3
5-TGG ATT GCACTT CAT CTT GG -3

5'- ATG AAC ATT AAAGCACTC -3’

5- CTATAA AAT ACCTAATTGTTC -3’
5’- CGC CCG CCG CGC CCC GCG ccC
GGC CCG CCG CCG CGG CCG CGC TAA
TGC TTT CAT CGG CCT TG -3

5 -CCT TGC GYT AAT AGATGA GC -3’

5 - GTAGCAACC CTT TGT ACC GA -3

Woodford et al.,
2006.
Woodford et al.,
2006.

Turton et al,
2006 [a].
Woodford et al.,
2006.

Turton et al.,
2006 [a].

Este estudo e
Woodford et al.,
2006.

Ferreira et al.,

2007

A anadlise da presenga do gene blaoxa-24 foi realizada com o kit de

reacdo GoTaq® Colorless Master Mix (Promega Corporation), onde foi

adicionado apenas os oligonucleotideos iniciadores na concentragao de 1uM, o

DNA diluido 5x e agua deonizada estéril para completar o volume total de

reagdo. Para uma reacdo, foi adicionada 7,5uL de GoTaq® Colorless Master
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Mix, 1uL de cada oligonucleotideo iniciador, 3,5uL de agua deonizada estéril e
2 UL de amostra do DNA bacteriano, totalizando um volume final de 15 L. A
reacao de PCR foi realizada em termociclador (Mastercycler personal 5322
v.2.22.32 - Eppendorf) com uma desnaturagéao inicial a 94°C por 5 minutos, 30
ciclos de desnaturagao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1 minuto e
extensao a 72°C por 1 minuto e extensao final de 6 minutos a 72°C.

A presencga do gene blapxa-ss foi realizada através de PCR usando
kit de reacao GoTaq® DNA Polymerase. Este kit é vendido comercialmente
com adic¢ao de cloreto de magnésio na concentragao final de reagéao de 1,5 mM
e tampao da enzima na concentracédo de 5X. Para a amplificagcdo do gene
desejado, foi necessario suplementar o cloreto de magnésio até que atingisse
uma concentracao final de 4,5 mM. A concentracdo de dNTPs foi padronizada
em 250 uyM, a de oligonucleotideos iniciadores em 1 yM e de Taq polimerase
em 1U/reacdo. A reacgao foi realizada com uma desnaturacio inicial de 5
minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos de 94°C por 25 segundos (desnaturagao),
54°C por 40 segundos (anelamento) e 72°C por 50 segundos (extensao) e uma
extensao final de 6 minutos a 72°C.

A reacdo para a presenga da sequéncia de insercao ISAba7 foi
realizada com Taqg DNA Polymerase, Recombinant (Invitrogen) em que as
concentragbes utilizadas de cloreto de magnésio, de dNTPs e de
oligonucleotideos iniciadores foram 4 mM, 300 uM e 1 uM, respectivamente. A
reacao foi submetida a um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 45 segundos, anelamento a

56°C por 45 segundos e extensao a 72°C por 3 minutos. Por fim, a reacao foi
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submetida a um ciclo de extensédo final por 5 minutos a 72°C. Também foi
realizada a pesquisa da associagao de ISAba7 com os genes blapxa-51 € blaoxa-
sg. Para tanto, foi utilizada a combinagdo de oligonucleotideos iniciadores
ISAba1 F com OXA-51 B e OXA-58 B, para a amplificacdo da localizacao de
ISAbat1 em blapxas1 € em blaoxa-ss, respectivamente. A reacao utilizada foi a
mesma para a confirmacao de ISAba1, modificando apenas a temperatura de
anelamento para 58°C e os oligonucleotideos reversos.

Os fragmentos amplificados de todas as reagdes acima descritas
foram visualizados em luz ultravioleta (UV) através de géis de agarose 1%,
confeccionados com tampéao TAE 1X (TRIS-acetato-EDTA) e brometo de etidio
na concentragao final de 0,5 pg/mL. O tamanho de fragmentos observados
foram de 246 pb para o gene blaoxa-24, 599 pb para o gene blapxa-ss, 549 pb
para ISAba1 e aproximadamente 1,2kb para os fragmentos que indicam as
associacgdes entre ISAba1/blapxas1 € ISAba1/blapxass. O marcador molecular

utilizado foi o0 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs Inc.)

3.4 DGGE- Eletroforese em Gel com Gradiente de

Desnaturagao

Esta técnica foi utilizada para a diferenciacdo dos fragmentos
obtidos pela amplificagdo do gene blapxa-51.

O desenho do oligonucleotideo iniciador para a técnica de DGGE foi
feito a partir do alinhamento de 29 alelos incluidos na familia OXA-51, através
do programa computacional CLC Sequence Viewer 5.0 (Anexo 2). A analise
dos dados obtidos mostrou que o melhor par de oligonucleotideos iniciadores

capazes de abranger uma gama maior de mutagcdes entre as sequéncias foi
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aquele ja descrito por Woodford e cols , 2006. Portanto, a esse
oligonucleotideo iniciador foi adicionado um grampo composto por uma
sequéncia de aproximadamente 40 nucleotideos do tipo guanina e citosina,
como mostra a Tabela 4.

A reacdo de PCR foi realizada com Platinum® Taqg DNA Polymerase
(Invitrogen) utilizando uma concentragdo de dNTPs, de cloreto de magnésio e
de oligonucleotideos iniciadores de 300 pM, 4,5 mM e 1 uM, respectivamente.
O programa de reacéao utilizado foi o mesmo realizado para a amplificagédo do
gene blapxa-ss, aumentando-se a temperatura de anelamento para 61°C.

As diferentes amostras foram analisadas através de eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% com gradiente de desnaturacé&o variando de 30-
60%. O tampao utilizado para confeccionar o gel e realizar a eletroforese foi
TAE (1X).

Os gradientes de 30% e 60% sao obtidos pela mistura de solugao
100% desnaturante com uma solugdo que nao contém desnaturante algum
(0%). A solucado de 100% é composta por uréia, na concentragdo de 7M e
formamida deonizada na concentracdo de 40%, além de acrilamida (10%),
tampao TAE (50X) e glicerol (5%). A solu¢cdo 0% é composta apenas por
acrilamida (10%), tampao TAE (50X) e glicerol (5%). O glicerol foi adicionado
com finalidade de aumentar a resisténcia do gel formado.Para a polimerizagéo
do gel de poliacrilamida com gradiente de desnaturagao foram adicionados de
solugdo de persulfato de amébnio a uma concentracédo final de 0,06% e de
TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamino) a uma concentracdo final de

0,15%.
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A migracao eletroforética foi realizada em tampao TAE 1X durante
15 minutos a 50 V, seguido por 16 horas a 100 V, mantendo-se constante a
temperatura de 60°C. Apds a migragao, o gel foi corado com banho de brometo
de etidio (solugao de 0,5 ug/mL) por 40 minutos e descorado por 20 minutos
em tampdo TAE 1X. A analise dos resultados obtidos foi realizada através de
visualizagdo em luz ultravioleta (UV) e posterior fotodocumentacado pelo
sistema KODAK® Digital Science 1D Image Analysis Software (verséo

2.0,2.0.2,2.0.2 Windows).

3.5 Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

O isolado produtor do gene blapxa-ss foi submetido a confirmagao de
seu perfil de susceptibilidade aos antibidticos imipenem, gentamicina e
ceftazidima através do teste de Microdiluicao em Caldo para a determinagao de
suas concentragdes inibitérias minimas, seguindo as normas preconizadas
internacionalmente (CLSI, 2010).

Esta metodologia consistiu no crescimento do isolado de interesse
em solucdes de diluicbes seriadas do antibidtico analisado em caldo Mduller
Hinton (Himedia). As diluigbes variaram de 512ug/mL a 1ug/mL do
antimicrobiano testado. Em todos os testes, foram utilizados controles
positivos, onde foi observado o crescimento bacteriano no meio de cultura sem
o antimicrobiano, e controles negativos, em que o meio de cultura n&o foi
inoculado com a cultura bacteriana.

Os valores de referéncia e pontos de corte para a determinacéo da
susceptibilidade e/ou resisténcia seguiram o padrdo aceito para o género

Acinetobacter. Deste modo, para imipenem e gentamicina, a CIM padrao de
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resisténcia é 216 pg/mL, sendo considerado intermediario CIM de 8 ug/mL e
sensivel CIM de < 4 ug/mL. Para ceftazidima, a resisténcia é considerada com
CIM = 32 pg/mL, intermediario, CIM de 16 ug/mL e sensivel quando a CIM é <

8 pg/mL (CLSI, 2010).

3.6 Sequenciamento dos genes blapxa.ss € dos fragmentos

obtidos pelo DGGE.

Os isolados que apresentaram mobilidade diferenciada no DGGE,
tiveram os fragmentos do gene blapxas1 reamplificados através da utilizagao
dos oligonucleotideos iniciadores especificos OXA-51 A e OXA-51B (Tabela 4),
em que as condi¢cdes de reacao foram exatamente as mesmas utilizadas pela
amplificagdo dos fragmentos utilizados na técnica de DGGE, alterando-se
apenas a temperatura de anelamento para 54°C.

O isolado que apresentou o gene blapxass, foi submetido a
amplificagdo, além do gene de interesse, da ORF (open reading frame — fase
aberta de leitura) completa do gene blapxa-51, bem como do gene 16S rRNA.
Os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados foram OXA-58 A e B, OXA-
51like-all F e R e Acin16S F e R (Tabela 4), respectivamente. A reagao para a
amplificagdo da ORF completa do gene blapxas1 foi realizada nas mesmas
condigdes que a amplificagcdo utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores
OXA-51 A e B, porém a temperatura de anelamento foi modificada para 46°C.

Ja a reagao para a amplificacdo de parte do gene 16S rRNA foi
realizada em uma reacado de 30uL e utilizando o sistema GoTaq® Colorless
Master Mix (Promega). Para tanto, a reagdo contou com 15uL do mix

comercial, 1 yM de cada oligonucleotideo iniciador, 2 yL de amostra de DNA



31

bacteriano e 11 yL de agua deonizada esterilizada. O programa de reagao
contou com um ciclo de desnaturagéo inicial de 95°C por 5 minutos, seguidos
de 25 ciclos de 95°C de temperatura de desnaturacéo por 1 minuto, 52°C de
temperatura de anelamento por mais 1 minuto e 72°C de temperatura de
extensao por 1 minuto, finalizando com uma extensdo final de 8 minutos a
72°C.

O processo de purificacao foi realizado utilizando os kits comerciais
EZ-10 Spin Column PCR Purification e EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction
(Bio Basic INC.) seguindo as normas do fabricante. A quantificacdo foi
realizada através do programa Kodak® 1D Image Analysis Software, sendo
utilizado o marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (New England
BioLabs Inc.) como parametro de comparagao para a quantificagdo. Apenas as
amostras que obtiveram quantidade de 20 a 60ng de DNA em 6uL foram
submetidas ao sequenciamento automatizado (ABI-PRISM 3100 Genetic

Analyzer).

3.7 Analise de dados

A analise dos dados obtidos pelo sequenciamento foi realizada
através do uso dos programas computacionais CLC Sequence Viewer, verséo
5.0, BioEdit Sequence Alignment Editor, versado 7.0.5.3 e o programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool — GenBank). As sequencias foram lidas e
comparadas com a base de dados publicada no GenBank. As analises foram
realizadas com as maiores homologias encontradas para cada isolado. A
analise filogenética foi realizada utilizando o algoritmo UPGMA, com Bootstrap

de 1000X.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O género Acinetobacter tem se destacado mundialmente por ser um
patdgeno responsavel por grandes surtos de IAAS. A emergéncia de cepas
multirresistentes tem papel fundamental nesse cenario, uma vez que tornam
essas infec¢des de dificil tratamento (Peleg et al., 2008). Este trabalho buscou
encontrar mecanismos que justificassem o perfii de multirresisténcia
encontrado nos isolados de origem clinicas em comparagao com os isolados
de origem ambiental (esgoto hospitalar) através de analise genotipica e de

diversidade dos principais genes envolvidos nesse processo.

4.1 Amplificagéo dos genes bIaOXA.24-|ike e bIaOXA-sg-“ke.

Foram incluidos nesse estudo, 310 isolados, sendo 145 isolados de
origem clinica e 165 isolados de origem ambiental (efluente hospitalar), que
foram submetidos a andlise dos genes blapxa-24, blaoxa-ss, da sequéncia de
insercao ISAba1 e de sua relagdo com os genes blapxa-51 € blaoxa-ss.

Nenhum isolado apresentou amplificagdo para o gene blaoxa-24,
corroborando com estudos anteriores, que afirmam que esta familia é pouco
disseminada na América do Sul, ndo sendo descrito nenhum isolado no Brasil
até o momento (Dalla-Costa et al., 2003, Brown e Amyes, 2006, Martins, et al.,

2009 e Takagqi, et al., 2009).
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Apenas um isolado clinico foi positivo para o gene blapxass. Este
isolado teve seu perfil de susceptibilidade confirmada através da realizagao de
CIM. Os valores encontrados para imipenem, gentamicina e ceftazidima foram
64 ug/mL, = 512ug/mL e 8upg/mL, indicando resisténcia para imipenem e
gentamicina e sensibilidade para ceftazidima. Este isolado, denominado IC 9,
também foi positivo para a presenca de blaoxasiiike, DEM cOmo para a
sequéncia de insercao ISAba1. Testes de amplificacdo adicionais mostraram
que esta sequéncia estava localizada imediatamente anterior aos genes blapxa-
51-ike © blaoxa-ss (Fig 1A e 1B), confirmando a associagcéo de ISAba? com esses
genes.

Até o momento, nenhum gene dessa familia havia sido descrita no
Brasil, sendo esta sua primeira ocorréncia neste pais. A analise do
sequenciamento mostrou que este gene obteve 100% de homologia com
blaoxa-ss de Acinetobacter baumannii. Esta enzima foi primeiramente descrita
na Franga em um surto de infeccdo associada a assisténcia a saude em 2003 e
desde entdo, vem sendo encontrada em todos os continentes (Poirel et al.,
2005, Pournaras et al., 2006 e Marti et al., 2008). Este achado corrobora com
estudo prévio que confirmam que a disseminacido da carbapenemases OXA-58
é facilitada, pois se trata de uma enzima que pode ser codificada por
plasmideo, fato que pode aumentar a frequéncia de dispersao do gene (Poirel

e Nordmann, 2006 [b]).
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1.2 kb

780pb
599pb

549 pb

a) 1 2 3 4 5 6

b)

1Aba 1 F (4) OXA-51all F{C)  OXA-51-like F (£)
ISAbal J—( blagy g5
1SAba 1 R(B) OXA-51like R(F) OXA-51-all R (D)
I154ba 1 F (A) OXA-58-like F (G)
y - M -
ISAbal J—( blagy, ss
1SAba 1 R (B) OxA-58-like R (H)

Figura 1: Eletroforese realizada para os fragmentos amplificados do isolado positivo para
blaoxass € suas relagbes com ISAba1. 1a — Gel de agarose 1% com os produtos de PCR
obtidos usando os oligonucleotideos iniciadores ISAba1, OXA-51-like, OXA-51-like-ALL e OXA-
58-like Linha 1 — produto de PCR do gene blapxa.gs com os oligonucleotideos iniciadores OXA-
51-like-ALL F (C) e R (D) ; Linha 2 - produto de PCR do gene blagxass com o0s
oligonucleotideos iniciadores OXA-58 F (G) e R (H); Linha 3 — Produto de PCR da sequéncia
ISAba1 com o uso dos oligonucleotideos iniciadores ISAba? F (A) e ISAba1 R (B); Linha 4 —
marcador molecular de 100 bp; Linha 5 — Mapeamento por PCR da sequencia |ISAbaf e o
gene blapxaes cOm 0s oligonucleotideos iniciadores ISAbafF (A) and OXA-51-like R (F); Linha
6 — Mapeamento por PCR da sequencia ISAba7 e o gene blagxass com os oligonucleotideos
iniciadores ISAba1F (A) e OXA-58-like R (H). 1b — Representagdo esquematica dos produtos
obtidos por PCR usando os oligonucleotideos iniciadores 1SAba1, OXA-51-like, OXA-51-like-
ALL e OXA-58-like com a posi¢ao de todos os oligonucleotideos mencionados na figura 1a.
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Na América do Sul, essa enzima é prevalente e um grande problema
de saude publica em paises como Venezuela e Argentina, onde foram
descritas pela primeira vez em 2007 e 20006, respectivamente, em graves
surtos de infecgdo hospitalar (Coelho et al., 2006 e Salazar De Vegas et al.,
2007).

Na Argentina, contrastando com os achados desse trabalho, as
CIMs encontradas para imipenem variaram de 8 a 32ug/mL, o que indica um
baixo nivel de resisténcia ao antibidtico (Coelho et al., 2006 e Merkier et al.,
2008). No entanto, no isolado deste estudo, os resultados indicam que
mecanismos de resisténcia adicionais podem estar atuando, uma vez que a
CIM para imipenem foi maior (64ug/mL) e, dessa maneira, a sequéncia de
insercao ISAba1, encontrada anterior aos genes blaoxa-ss5 € blaoxa-ss (Figura 1 e
Tabela 5), pode justificar o nivel de resisténcia elevado, como observado em
estudo similar (Chen et al., 2008).

Os produtos de PCR do isolado IC 9 foram confirmados através de
sequenciamento de DNA. As sequéncias estao registradas no GenBank sob
0s numeros de acesso HM 626370, HM 626369 e HM 626368 e referem-se as
sequéncias parciais obtidas da amplificacdo do gene 16S rRNA, ao gene
blaoxa-s5, da familia do OXA-51 e ao gene blapxa-ss, respectivamente.

O gene blapxass € intimamente relacionado aos alelos blapxaes €
blaoxa-s9, variando em apenas um aminoacido para a variante OXA-66 e em
quatro substituicbes para OXA-69 (Figura 2) (lkonomidis et al., 2007). A
variante OXA-65 foi primeiramente descrita na Argentina e possui 98% de

similaridade genética com OXA-51 (Brown e Amyes, 2005).
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Figura 2: Alinhamento das proteinas traduzidas pelos genes blapgxa.ss, blaoxaes € blaoxaso,
intimamente relacionados. As substituicbes de aminoacidos podem ser observadas nas
posicdes 36, 57, 107 e 117. Para OXA-66, na posi¢cao 36 ha uma substituicdo de um acido
glutdmico (E) por uma valina (V). Para OXA-69, sdao quatro residuos mutados, na posi¢céo 36,
ha uma substituicdo de um &acido glutdmico (E) por um residuo de aspartato (D), na 57, uma
substituicdo de uma glutamina (Q) por uma histidina (H), na 107, uma lisina(K) € substituida por
um acido glutdmico (E) e na 117, onde um residuo de aspartato (D) é substituido por um
residuo de asparagina (N). O alinhamento foi realizado utilizando o programa CLC Sequence
Viewer versdo 5.1.
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4.2 Pesquisa de ISAba1 e de sua relagao com blaoxa.51-iike

Conforme apresentado nas Tabelas 5 e 6, a presenca da sequéncia
de insergcéo ISAba1 foi frequente, e encontrada em 288 (92,9%) isolados de
Acinetobacter sp. testados (233 isolados de Acinetobacter baumannii, sendo 89
isolados clinicos e 144 isolados ambientais e em 55 isolados de Acinetobacter
sp. — 43 de origem clinica e 12 de origem ambiental), porém, a associagéo
ISAba1/OXA-51 foi encontrada em apenas 24 (26,9%) isolados clinicos e 16
(11,1%) isolados ambientais de A. baumannii com a presenca de ISAbaT.

As Tabelas 5 e 6 expdem os resultados obtidos nesse estudo,
mostrando o perfil de susceptibilidade relacionado a presenga dos genes
analisados e da associacdao com a sequéncia de inser¢cao ISAba1. De acordo
com a literatura, ISAbal ¢é frequentemente encontrada no género
Acinetobacter, especialmente na espécie A. baumannii, onde foi primeiramente
descrita (Héritier et al., 2006).

Esta sequéncia tem sido associada a expressao de resisténcia
bacteriana pois pode conter elementos que atuam como promotores genéticos.
Esse fato ja foi extensivamente estudado em genes como blaampc € blaoxa-s1,
que podem conferir resisténcia a cefalosporinas e aos carbapenémicos,

respectivamente (Héritier et al., 2006 e Pfeifer et al., 2010).



Tabela 5: Perfil de susceptibilidade encontrado em associagdo com perfil genético de isolados clinicos de Acinetobacter sp.

Perfil NUTero lotal de Perfil de Susceptibilidade diminuida oxas1 Isaba1  SAPATY  oxass  BAbalt
1 43 AMI, AMS, CPM, CAZ, GEN, IPM, MEM, TZP, SUT* 18 39 2 i i
2 1 AMI, AMS, CPM, CAZ, GEN, IPM, TZP, SUT 1 1 . . .
3 4 AMI, AMS, CPM, GEN, IPM, MEM, TZP, SUT 1 4 1 . .
4 2 AMI, AMS, CPM, CAZ, GEN, IPM, MEM, TZP 2 1 . . .
5 2 AMI, CPM, CAZ, GEN, IPM, MEM, TZP, SUT 2 2 1 . .
6 5 AMI, AMS, CPM, CAZ, IPM, MEM, TZP 5 5 4 . .
7 6 AMI, AMS, CPM, CAZ, GEN, TZP, SUT 6 6 . : .
8 1 AMS, CPM, GEN, IPM, MEM, TZP, SUT 1 1 1 1 1
9 6 AMI, CPM, CAZ, GEN, IPM, MEM, TZP 4 6 2 . .
10 1 AMI, AMS, CPM, CAZ, GEN, SUT 1 1 . . .
11 1 AMI, CPM, CAZ, GEN, MEM, SUT . 1 . . .
12 5 AMI, CPM, CAZ, GEN, TZP, SUT 4 5 . . .
13 7 AMI, CPM, CAZ, IPM, MEM, TZP 5 7 2 . .
14 1 AMI, CPM, GEN, IPM, MEM, TZP 1 1 . . .
15 2 AMI, CPM, CAZ, GEN, SUT 2 2 . . .
16 1 CPM, CAZ, GEN, TZP, SUT 1 1 1 . .
17 1 CPM, CAZ, IPM, MEM, TZP . 1 . . -
18 6 AMI, CPM, CAZ, GEN, TZP 6 5 . . .
19 2 AMI, AMS, CPM, CAZ, TZP 2 2 1 . .
20 9 AMI, CPM, CAZ, TZP 8 9 4 . .
21 1 AMI, CPM, GEN, SUT 1 1 . . .
22 1 AMI, CPM, IPM, MEM . 1 . . .
23 2 AMI, GEN, IPM, MEM 1 2 . . .
24 1 CPM, CAZ, TZP, SUT 1 1 . . .
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Tabela 5 - continuagao

Perfil N\UMero total de Perfil de Susceptibilidae Diminuida oxas1 IsAbat1 AP oxass  Sabelt
25 1 CPM, CAZ, TZP 1 1 1 i i
26 1 CAZ, TZP 1 i i . .
27 1 CPM, CAZ 1 1 . . .
28 1 TZP, SUT 1 1 i . .
29 2 CAZ 1 2 . . i
30 1 TZP . 1 i . .
31 27 SENSIVEIS A TODOS OS B-LACTAMICOS 13 23 4 : :

*AMI: amicacina (30ug), AMS: ampicilina/sulbactam (10/10ug), CPM: cefepime (30ug), CAZ : ceftazidima (30ug), GEN: gentamicina (10ug), IPM:

imipenem (10ug), MEM: meropenem (10ug), TZP: piperacilina/tazobactam (100/10ug), SUT (trimetropim/sulfametoxazol (1,25/23,75ug)
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Tabela 6: Perfil de susceptibilidade encontrado em associagdo com perfil genético de isolados de

efluente hospitalar de Acinetobacter sp.

_ Namero . - o ISAba1+
Perfil _total de Perfil de Susceptibilidade Diminuida OXA-51 ISAba1 OXA-51 R
isolados
1 2 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, IPM, MEM, TZP, TIC * 2 2 -
2 13 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, MEM, TZP, TIC 12 13 4
3 2 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, MEM, TIC - 2 -
4 15 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, TZP, TIC 15 15 3
5 1 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, MEM, TZP, TIC 1 1 -
6 2 ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, MEM, TZP, TIC - 2 -
7 20  AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, TIC 20 20 2
8 4 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, TZP, TIC 4 4 -
9 1 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, TZP 1 1 -
10 2 AMI, CIP, GEN, IPM, MEM, TZP, TIC - 2 -
11 1 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, MEM - 1 -
12 7 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, TIC 7 7 -
13 1 AMI, CIP, GEN, IPM, MEM, TIC - 1 -
14 1 AMI, ATM, CPM, CIP, GEN, TIC 1 1 -
15 1 AMI, ATM, CAZ, CIP, GEN, TIC 1 1 1
16 3 AMI, ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN 3 3 -
17 1 ATM, CAZ, CPM, CIP, GEN, TIC 1 1 -
18 1 ATM, CAZ, CPM, MEM, TZP, TIC 1 1 -
19 1 AMI, ATM, GEN, MEM, TZP 1 1 -
20 1 AMI, CIP, GEN, MEM, TIC - 1 -
21 1 AMI, ATM, CAZ, CIP, GEN 1 1 1
22 1 AMI, ATM, CAZ, MEM 1 -
23 1 AMI, ATM, CAZ, TZP 1 1 1
24 1 AMI, ATM, CAZ, CPM 1 - -
25 2 AMI, CIP, GEN, TIC 2 2 -
26 2 ATM, CAZ, CPM, CIP 1 2 -
27 1 ATM, CAZ, CIP, TZP 1 1 -
28 1 ATM, CAZ, CPM, TZP 1 1 -
29 1 AMI, ATM, GEN 1 1 -
30 3 AMI, ATM, CAZ 3 3 -
31 1 ATM, CAZ, CPM 1 1 -
32 1 ATM, CAZ, GEN 1 1 -
33 1 ATM, CAZ, TIC 1 1 -
34 9 AMI, ATM 9 9 1
35 9 ATM, CAZ 9 7 -
36 1 ATM, TZP 1 1 -
37 31 ATM 31 28 2
38 18  SENSIVEL A TODOS B-LACTAMICOS 17 14 1

*AMI: amicacina (30ug), ATM: aztreonam (30ug),

CIP: ciprofloxacina (5ug), CPM: cefepime (30ug),

CAZ : ceftazidima (30ug), GEN: gentamicina (10ug), IPM: imipenem (10ug), MEM: meropenem (10ug),
TZP: piperacilina/tazobactam (100/10ug), TIC: ticarcilina/ acido clavulanico (75/10ug)



Neste estudo, foram considerados multirresistentes, os isolados de
Acinetobacter sp. que apresentaram resisténcia a pelo menos tres das classes
de antibidticos testadas: aminoglicosideos (amicacina e gentamicina),
penicilinas semi-sintéticas em associacdo com inibidores de [B-lactamases
(ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam), cefalosporinas, (ceftazidima e
cefepime) carbapenémicos (imipenem e meropenem) e a associagao
sulfametoxazol/trimetropim para os isolados clinicos e monobatamico
(aztreonam), aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), cefalosporinas
(ceftazidima e cefepime), carbapenémicos (imipenem e meropenem), quinolona
(ciprofloxacina) e penicilinas semi-sintéticas em associagédo com inibidores de
B-lactamases (piperacilina/tazobactam e ticarcilina/acido clavulanico) para os
isolados ambientais.

Deste modo, dos 165 isolados ambientais incluidos no estudo, 95
(57,5%) foram considerados multirresistentes e dos 145 isolados clinicos, 112
(77,2%) foram considerados multirresistentes. Nestes 207 isolados, a
sequéncia de insergcédo ISAba1 foi encontrada em 198 (93 ambientais e 105
clinicos), representando 97,8% em isolados ambientais e 93,7% em isolados
clinicos.

Quando analisamos apenas isolados de Acinetobacter baumannii, a
sequéncia de insercdo ISAba1 foi encontrada em 152 isolados de
multirresistentes, sendo 81 isolados ambientais e 71 isolados clinicos,
correspondendo a uma frequéncia de 85% nos isolados ambientais e de 63%

nos isolados clinicos.
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A frequéncia de ISAba1 em isolados ambientais multirresistentes foi
maior que em isolados clinicos (85% em isolados de efluente em comparacao
com 63% em isolados clinicos). Este dado é de extrema importéncia, uma vez
que, embora existam estudos relacionados a multirresisténcia a isolados de
origem ambiental (Gusatti et al., 2009, Yang et al., 2009), poucos estudos
relatam a pesquisa de genes de carbapenemases e de ISAba7 neste tipo de
isolado. A disseminagédo desses genes no ambiente é de extrema importancia,
uma vez que esta bactéria pode atuar como reservatério de genes de
resisténcia a antimicrobianos e esta sequéncia, por suas propriedades
genéticas, contribui para o aumento de isolados multirresistentes (Zhang et al.,
2009 e Girlich et al., 2010).

Em nosso estudo, a associacado ISAba1/OXA-51 foi baixa e presente
apenas em 26,9% dos isolados clinicos e 11,1% dos isolados ambientais.
Quando se consideram apenas os isolados multirresistentes, esses indices
variam para 26,7% do isolados clinicos e para 14,8% dos isolados de esgoto
hospitalar de A. baumannii que apresentaram a ISAba7. A baixa frequéncia
dessa associagao, em contraste com a alta frequéncia da IS sozinha, pode ser
explicada pelo fato de ISAba7 conter elementos capazes de realizar
transposicao (sdo considerados os menores € mais abundantes elementos de
transposicao) e de terem a capacidade de se inserir em diferentes regides do
genoma, atuando como promotores genéticos, quando anteriores a genes de
resisténcia, ou ndo, estando dispersos ao longo do genoma aleatoriamente

(Mugnier et al., 2009).
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A associacido ISAba71/OXA-51 também foi observada em sete
isolados com susceptibilidade diminuida a alguns dos antibidticos testados,
mas nao considerados multirresistentes, e em cinco isolados sensiveis a todos
os B-lactdmicos testados (quatro isolados de origem clinica e 1 isolado
ambiental). A presengca da associagdo ISAba7/OXA-51 em isolados com
susceptibilidade diminuida e sem resisténcia aos carbapenémicos (n&o
considerados multirresistentes) encontrado neste estudo (perfis 20 e 25 da
tabela 5 e perfil 37 da tabela 6) e em isolados sensiveis aos B-lactamicos (perfil
31 da tabela 5 e 38 da tabela 6) , indica que esta associagdo pode nao estar
atuando como promotor genético nesses isolados, contrariando dados da
literatura que mostram o aumento da resisténcia aos carbapenémicos (Segal et
al., 2007).

Uma justificativa para esses resultados anOmalos seria a baixa
expressao das enzimas do tipo OXA-51. Estudos anteriores afirmam que
sequéncias de insercdo como ISAba1 podem sofrer eventos de mutacéo
quando fazem transposicao, e dessa maneira podem adquirir promotores que
aumentam a expressao de genes ou perdé-los, diminuindo essa expressao
(Segal et al., 2005). Outros estudos afirmam que, pela plasticidade gendémica
encontrada nos géneros bacterianos e sua susceptibilidade as mudancgas
ambientais, algumas proteinas podem estar truncadas (como enzimas de
resisténcia a antimicrobianos), resultado de mutagdes no DNA, tornando-se
nao-funcionais (Tennstedt, et al., 2003). Para a confirmagéo dessas hipoteses,

estudos de expressao enzimatica de proteinas do tipo OXA-51 encontradas
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neste estudo devem ser realizados, além da pesquisa de outros mecanismos
de resisténcia bacteriana nos isolados com susceptibilidade diminuida.

Contrariando o esperado, 127 isolados multirresistentes (39 clinicos
e 88 ambientais), embora positivos para ISAba? e para o gene blapxa-s51, N&0
tiveram a associagdo ISAba1/OXA-51 positiva, indicando que a
multirresisténcia, nesse caso, pode estar associada a outros fatores, que nao
os pesquisados neste estudo.

Nestes isolados, outros mecanismos de resisténcia podem estar
atuando, resultando no fenétipo encontrado. A presenca de outra sequéncia de
inser¢cao do tipo ISAba, como a ISAba9, ja foi documentada, em estudo
anterior, como responsavel pelo aumento da resisténcia em isolados de A.
baumannii pois, naquele isolado, atuou de maneira semelhante a ISAbaf,
como promotor de blapxa-s1 (Figueredo et al., 2009).

Outros mecanismos que conferem resisténcia podem estar atuando
em conjunto e justificando a multirresisténcia. Além disso, a presenga de outras
enzimas de resisténcia podem ser as responsaveis pelo fendtipo dos isolados
em questdo. Muitos isolados multirresistentes de Acinetobacter sp. tem o seu
perfil justificado pela super-expressdo de bombas de efluxo e por perda de
porinas, aliados a outros fatores genéticos como a expressao de enzimas de
resisténcia, como as [-lactamases (Bratu, et al., 2008, Fernandez-Cuenca et

al., 2003, Lee, et al., 2010 e Poirel e Nordmann, 2006 [a]).

4.3 Diversidade dos genes blagxa-51-iike

Para a analise da diversidade dos genes amplificados pelos

oligonucleotideos iniciadores OXA-51-like, foram escolhidos 75 isolados
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ambientais e 127 isolados de origem clinica, totalizando 202 isolados utilizados.
A selecdo baseou-se nas diferengas entre os perfis de susceptibilidade, na
origem de cada isolado (isolados de mesmo paciente, em caso de origem
clinica, s6 foram considerados se tivessem perfil de susceptibilidade
diferentes), e no perfii de PFGE e ERIC-PCR realizado em estudo anterior
(Ferreira et al., 2010).

Normalmente utilizada para analisar diversidade genética em
amostras ambientais totais, a técnica de DGGE é capaz de diferenciar em nivel
de sequéncia de nucleotideos, diferentes genes analisados. Diferentemente
dos resultados obtidos pelo uso tradicional da técnica (Ercolini, 2004 e Deng et
al, 2008), os resultados deste trabalho, igualmente aos isolados analisados por
Henriques e cols. (2006) contaram com a diferenciacédo de bandas através do
posicionamento das mesmas no gel contendo o gradiente de desnaturagéao (Fig
3).

Pela a anadlise dos perfis encontrados por DGGE, 166 (82,1%)
apresentaram amplificagdo na mesma posi¢ao do controle (blapxa-s5, do isolado
IC 9, produtor de B-lactamase do tipo OXA-58) e 36 (17,8%) obtiveram perfil
diferente e foram entdo submetidos ao sequenciamento de seus produtos de
PCR. A Tabela 7 mostra as possiveis variantes genéticas encontradas com
homologia ao grupo OXA-51. Nesta analise, foram levadas em consideragao

apenas as maiores homologias encontradas (> 95%).
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Figura 3: Eletroforese em gel de poliacriiamida com gradiente de desnaturagcao (DGGE)
variando de 30 a 60%. As colunas de 1 a 10 indicam os isolados IC 9 (blapgxass), A2, A3, A5,
A6, A10, A12, 16, A17 e A74. A banda analisada (com 395pb) possui padrdes diferenciados em
seu posicionamento, indicando que a sequéncia de nucleotideos € distinta do controle.

Dos 36 isolados analisados, dois obtiveram homologia maxima com
apenas uma variante genética, o isolado ambiental A30, que mostrou 100% de
homologia com a variante OXA-78 e o isolado clinico IC 191, que apresentou
homologia de 99% com a variante OXA-89 (variagdo de apenas dois

nucleotideos, nas posigdes 569 e 575).
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Tabela 7: Perfil de identidade genética a familia OXA-51 encontrada em isolados de
Acinetobacter baumannii selecionados por DGGE.

Perfil

Isolados

Ambientais

Clinicos

Homologia
Maxima

(%)

Possiveis variantes genéticas encontradas

10

11

12

A2, A6

G12, G20,
01,03

G26

A17

A74, M33

IC 119, IC
202, IC 228,
IC 250, IC 256

IC 50, IC 207,
IC 208, IC 211
IC 214, 1C 273

IC 110, IC 125

IC6,IC 38

IC 85

IC 104

IC 44

IC 49

IC77

IC 270

100

100

95

99

99

99

97

98

93

95

99

99

OXA-51, OXA-64, OXA-95, OXA-99, OXA-132

OXA-66, OXA-76, OXA-79

OXA-66, OXA-76, OXA-79

OXA-51, OXA-64, OXA-71, OXA-89, OXA-95,
OXA-98, OXA- 99 OXA-111, OXA-132,

OXA-51, OXA-66, OXA-76, OXA-79, OXA-
80,0XA-82, OXA-83, OXA-84, OXA-88, OXA-
90, OXA-94, OXA-95, OXA-108, OXA-109,
OXA-115, OXA-130, OXA-131

OXA-51, OXA-64, OXA-95, OXA-99, OXA-111,
OXA-132,

OXA-51, OXA-64, OXA-66, OXA-67, OXA-70,
OXA-71, OXA-76, OXA-79, OXA-80, OXA-82,
OXA-83, OXA-86, OXA-87, OXA-88,0XA-89,
OXA-90, OXA-95, OXA-99, OXA-106, OXA-
109, OXA-111, OXA-116, OXA-130, OXA-
131, OXA-132

OXA-51, OXA-66, OXA-76, OXA-79, OXA-80,
OXA-82, OXA-83, OXA-88, OXA-90, OXA-94,
OXA-95, OXA-109, OXA-130, OXA-131,

OXA-51, OXA-64, OXA-66, OXA-67, OXA-76,
OXA-79, OXA-80, OXA-83, OXA-86, OXA-87,
OXA-88, OXA-94, OXA-95, OXA-99, OXA-109,
OXA-131, OXA-132

OXA-51, OXA-64, OXA-66, OXA-67, OXA-71,
OXA-76, OXA-79, OXA-80, OXA-82, OXA-83,
OXA-86, OXA-87, OXA-88, OXA-94, OXA-95,
OXA-99, OXA-109, OXA-111, OXA-113, OXA-
115, OXA-116, OXA-131, OXA-132

OXA-68, OXA-77, OXA-78, OXA-89, OXA-91,
OXA-98, OXA-116, OXA-117

OXA-51, OXA-64, OXA-95, OXA-99, OXA-111,
OXA-113, OXA-132
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Tabela 8 - continuagao

Isolados Isolados Homologia
Perfil . . . Méaxima Possiveis variantes genéticas encontradas
ambientais clinicos (%)
OXA-51, OXA-64, OXA-95, OXA-99, OXA-111,
13 - IC 277 99 OXA-132
OXA-51, OXA-64, OXA-91, OXA-95, OXA-98,
14 057 - 9  OXA-99, OXA-132
15 M13 - 100 OXA-68, OXA-117
16 - IC 191 99 OXA-89
17 A30 - 100 OXA-78

A variante OXA-78 foi descrita primeiramente em um isolado clinico
escocés, em 2004 (a sequéncia esta depositada no GenBank com o numero de
acesso AY862132) e possui 39,2% de CG em seu conteudo genético (Poirel et
al., 2010). Ja a variante OXA-89 foi primeiramente descrita em estudo realizado
no Paraguai, em 2006, que visou estudar a diversidade entre o grupo OXA-51
em isolados clinicos argentinos de Acinetobacter baumannii, coletados no
periodo de 1982 a 2005. Neste estudo, dos 30 isolados analisados, foram
encontradas sete alelos diferentes (blapxas1, blaoxass, blaoxass, blaoxa-s9,
blaoxa-77, blaoxa-7s € blaoxa-ss), concordando com nossos resultados, uma vez
que as analises realizadas apontam para uma grande variedade genética no

grupo OXA-51 (Merkier e Centrén, 2006).

Embora os resultados deste trabalho apontem para uma ampla
variedade de alelos encontrados (Tabela7), a frequéncia do alelo OXA-65 foi
superior as demais (82,6% em isolados ambientais e 81,8% em isolados
clinicos), mostrando que este parece ser o alelo mais disseminado entre esses

isolados. Este alelo parece ser frequente em isolados de Acinetobacter
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baumanniii na América Latina, pois, logo apos ser descoberto em isolados
argentinos é frequentemente encontrado em outros locais desta regido
geografica (Brown e Amyes, 2005, Merkier e Centrén, 2006 e Ikonomidis et al.,
2007). Porém ainda sao poucos os estudos realizados nesse sentido, de modo
que as analises de distribuicdo epidemioldgica das variantes de OXA-51 ficam

prejudicadas (Evans et al., 2007 e 2008).

Contrariando o esperado, a variagdo de alelos encontrada foi
constante para os dois tipos de isolados (aproximadamente 18%), ndo havendo
diferenca entre isolados clinicos e ambientais. Pelo ambiente atuar como
reservatorio de genes de resisténcia e sofrer uma pressao seletiva menor que
isolados clinicos, era esperado que houvesse uma maior variacido de alelos
nestes isolados do que aos encontrados em isolados clinicos (Yang et al.,
2009), porém, os resultados deste trabalho indicam que esta variacéo
independe da origem do isolado e ainda, mostra que os isolados clinicos
obtiveram homologia com maior numero de alelos do que os isolados

ambientais.

A Figura 4 mostra que a relagdo encontrada entre os isolados
sequenciados em nosso estudo concordam com os grupamentos formados
pela Tabela 7. Isto é justificado pelo fato de que isolados com sequéncias
semelhantes, obtidas através da analise filogenética realizada, obtiveram
homologia com os mesmos alelos de OXA-51. Esta anélise foi realizada
fazendo alinhamento dos produtos obtidos pelo sequenciamento e construindo-

se um dendograma, onde se pode observar a relagao de similaridade entre as



50

sequéncias obtidas, como por exemplo, o isolado A30, que apresentou
homologia com apenas uma variante (blapxa-7s), foi agrupado em conjunto com
os isolados M33 e M13, possuindo uma relagdo de similaridade com as

provaveis variantes encontradas para esses dois isolados.
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Figura 4: Relacao filogenética construida através de alinhamento das sequéncias dos genes
blaoxas1-ike @nalisados. O método algoritimico utilizado foi UPGMA, com analise de Bootstrap

de 1000 vezes.

Contudo, os resultados obtidos neste estudo confirmam os dados

descritos na literatura, que afirmam que o grupo OXA-51 parece ser muito
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homogéneo uma vez que suas variantes possuem poucas substituicdes de
nucleotideos entre si (Brown e Amyes, 2005 e Koh et al., 2007).

De modo geral, os resultados deste trabalho corroboram com
estudos anteriormente realizados mostrando que a sequéncia de insergcao
ISAba1 é frequente em isolados de Acinetobacter sp., principalmente na
especie Acinetobacter baumannii e estda associada com o aumento da
resisténcia aos carbapenémicos quando encontrada anteriormente a genes que
codificam alelos blaoxa-s1 (Segal et al., 2005). Este estudo mostrou também que
esta associagao esteve presente em isolados com susceptibilidade diminuida e
até mesmo em isolados sensiveis, 0 que preocupa, pois mostra essas cepas
como reservatorios de genes de resisténcia, que podem ser transferidos, uma
vez que sao flanqueados por sequéncias de insercdo que tem a caracteristica
de serem elementos moveis transponiveis (Mugnier et al., 2009).

A distribuicdo alélica do grupo OXA-51 é de extrema importancia
epidemioldgica e, os resultados obtidos mostram que esta € uma familia que
mesmo contando com mais de 40 variantes, ha predominio de certos alelos em
regides geograficas distintas (Koh et al., 2007 e Feizabadi et al., 2008). Neste
trabalho, podemos observar que, assim como em outros isolados da América
Latina, houve um predominio do alelo blapgxa-ss, indicando que esta parece ser
a variante dominante nesta regiao (Brown e Amyes, 2005, Merkier e Centrén,

2006 e lkonomidis et al., 2007).



5. CONCLUSOES

A analise de isolados clinicos e ambientais de Acinetobacter sp.
realizada neste estudo teve por objetivo pesquisar genes de carbapenemases
do tipo OXA e ISAba1, bem como sua associagdo genética. Desse modo,
conclui-se que, ISAbat é um elemento frequentemente encontrado, porém sua
associacdo com OXA-51 teve percentuais baixos, tanto em isolados clinicos
como em isolados ambientais, de modo que a multirresisténcia encontrada nos
isolados sem essa associacao deve ser explicada por outros mecanismos que
conferem resisténcia a antimicrobianos.

Pela primeira vez no Brasil foi descrito um isolado com a presenca
de blapxass. Este resultado inédito mostra a disseminacdo dessa variante
genética ao longo dos anos por todo o mundo. Este dado corroborou com
estudos realizados em paises vizinhos, como Argentina, Coldmbia e Venezuela
onde esta variante € muito disseminada e responsavel pela resisténcia aos
carbapenémicos em isolados de Acinetobacter baumannii. No isolado deste
estudo, foi encontrada associagao positiva entre ISAba7 e os genes blapxa-e5 €

blaoxa-ss 0 que justificou a multirresisténcia descrita.
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A analise da diversidade do grupo OXA-51 mostrou que a técnica de
DGGE ¢é uma boa alternativa para a deteccdo de diferentes variantes
genéticas, pois foi capaz de discriminar diferentes sequéncias analisadas.

Nossos resultados concluem que a variante OXA-65 é a mais
disseminada entre os isolados analisados, mostrando que este alelo parece ser
o predominante nesta regido da América Latina. A freqliéncia do aparecimento
de outros alelos foi baixa e similar entre os isolados clinicos e ambientais,
mostrando que existe uma pequena diversidade de alelos presentes nos
isolados deste estudo.

Contudo, os resultados nos mostram que o ambiente analisado
(esgoto hospitalar) constitui-se de uma fonte de dispersédo de bactérias
multirresistentes que albergam genes de resisténcia a antimicrobianos.
Sistemas de tratamento de esgoto hospitalar se fazem necessarios, pois
podem reduzir o langamento desse tipo de patégeno nos corpos hidricos,

diminuindo dessa maneira contaminacao ambiental.



6. CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos complementares que visem justificar a resisténcia
antimicrobiana nos isolados em que a associagao ISAba1/OXA-51 nao foi
confirmada devem ser realizados, como a pesquisa de bombas de efluxo, de
perda de porinas e de outras enzimas com atividade de resisténcia a
antimicrobianos, através de analises fenotipicas e genotipicas, bem como sua
expressao em niveis genéticos.

A complementacido da analise de diversidade sera realizada com o
sequenciamento da fase aberta de leitura (ORF) total de blapxa-51 dos isolados
selecionados pelo seu perfl de DGGE, através da utilizagcdo dos
oligonucleotideos iniciadores OXA-51-like-all e subsequente depdsito das
sequéncias encontradas no GenBank, finalizando com a analise filogenética

dos isolados em estudo.
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9. ANEXOS
9.1 Anexo 1: Relacao de reagentes e solugdes utilizadas
Diluicao de oligonucleotideos iniciadores
Todos os oligonucleotideos iniciadores foram diluidos inicialmente
em 100uL de agua deonizada esterilizada. As solugdes de uso foram 1uM, que

foram calculadas a partir da molaridade da solugao-mae:

Tabela 8: Solu¢des de uso para os oligonucleotideos iniciadores utilizados no estudo.

Oligonucleotideo iniciador Quantidade utilizada da Quantidade de agua
(concentragéo inicial) solugdo mae (uL) utilizada (uL)
OXA-24 A (360 uM) 1,38 498,6
OXA-24 B (259 uM) 1,93 498,07
OXA-58 A (300 uM) 1,66 498,34
OXA-58 B (328 uM) 1,52 498,48
ISAba 1 F (298 uM) 1,67 498,33
ISAba 1 R (447 uM) 1,11 498,89
OXA-51 A (285 uM) 1,75 498,25
OXA-51 B (247 uM) 2 498

OXA-51-like-all F (405 pM) 1,25 498,75

OXA 51-like-all R (399 uM) 1,23 498,77

OXA-51 DGGE (745 uM) 1,07 798,93%
Acin16S F (227 uM) 2,2 497,8
Acin16S R (343 uM) 1,45 498,55

* Todas as solugbes foram preparadas em um volume final de 500 uL, exceto a
solucado de OXA-51 DGGE, em que o volume final foi de 800 pL.
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Formamida deonizada

Utiliza-se 1g de amberlite IRA 120 (resina catidnica) para cada 20
mL de formamida. Misturar a resina no liquido e permanecer em agitador
magnético por 1h, apds fazer a filtragcdo em papel filtro, e congelar o filtrado ao
abrigo da luz.

Mix de DNTP’s (10mM)

A solucao comercial € de 100 mM, para preparar uma solugao de 10
mM, mistura-se 10uL de cada tipo de dANTP (adenina, citosina, guanina e
timina) com 60 pL de agua deonizada esterilizada, formando uma solugao final
de 100uL na concentracdo de 10 mM.

NaCl (5M)

Pesar 292,5g de NaCl e dissolver em 1000 mL de agua destilada.
Depois de dissolvido, esterilizar por autoclavagao (121°C por 10 mim, 1 ATM).
Manter a temperatura ambiente.

SDS 20%

Pesar 20g do p6 para cada 100 mL de agua destilada. Esterilizar por
autoclavacéao (121°C por 10 mim, 1 ATM). Manter a temperatura ambiente.
Solugao cloroférmio- alcool isolamilico (24:1)

Misturar 24 mL de cloroférmio para cada 1 mL de alcool isoamilico.
Uso imediato.

Solugédo de persulfato de aménio (APS) 10%
Pesar 1g de p6 para cada 100mL de agua deonizada esterilizada.

Fazer aliquotas de volume de uso e congelar a - 20°C.
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OBS: Produto téxico, usar EPIs.
Solugao de Brometo de Etideo

Fazer solugcdo estoque na concetracdo de 10 mg/mL, para tanto,
pesar 10 mg e dissolver em 1 mL de agua deonizada esterilizada. Manter sob
refrigeracdo a 4°C. Para fazer a solugdo de uso utilizada em banhos de
brometo, utilizar a concentragao de uso de 0,5 ug/mL. Para fazer 100 mL dessa
solucao deve-se diluir em tampao de uso, 5uL da solucio estoque.

OBS.: Substancia mutagénica, usar EPIs.
Solugao de Lisozima (20mg/ml)

Pesar 20 mg do po liofilizado e dissolver em 1 mL de &gua
deonizada esterilizada. Manter congelado a -20°C.
Solugédo de Poliacrilamida 0% Desnaturante

Para fazer 50mL, misturar 12,5 mL de solucdo de poliacrilamida
40%, 1mL de TAE 50X, 1mL de glicerol e 35,5 mL de agua deonizada
esterilizada. Agitar bem e manter sob refrigeragdo, ao abrigo da luz, por no
maximo 30 dias.

OBS.: Produto téxico, usar EPIs
Solugédo de Poliacrilamida 100 % Desnaturante

Para fazer 50 mL, pesar 21g de uréia e misturar com 12,5 mL de
solugéo de poliacrilamida 40%, 20 mL de formamida deonizada, 1 mL de TAE
50X, 1 mL de glicerol. Completar os 50 mL com agua deonizada esterilizada.
Aquecer em banho térmico 50°C até dissolver a uréia. Agitar bem e manter sob
refrigeracao, ao abrigo da luz, por no maximo 30 dias.

OBS.: Produto téxico, usar EPIs
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Solugédo de Poliacrilamida 40%

Pesar 37,5g de acrilamida e 1g de bis-acrilamida e dissolver em 100
mL de agua deonizada esterilizada. A dissolucdo sé acontece em banho
térmico de 50°C. Armazenar em frasco protegidos da luz sob refrigeracao.

OBS.: Produto téxico, usar EPIs
Solugédo High (60% de desnaturante)

Em um volume de 20 mL, misturar 12 mL da Solucdo de
Poliacrilamida 100% Desnaturante com 8 mL da Solugao de Poliacrilamida 0%
Desnaturante. Agitar e manter ao abrigo da luz. Uso imediato.

OBS.: produto toxico, usar EPIs.

Solugédo Low (30% de desnaturante)

Em um volume de 20 mL, misturar 6 mL da Solugdo de
Poliacrilamida 100% Desnaturante com 14 mL da Solu¢do de Poliacrilamida
0% Desnaturante. Agitar e manter ao abrigo da luz. Uso imediato

OBS.: produto toxico, usar EPIs.

Solugao de Proteinase K (20mg/mL)

Pesar 20mg do p¢ liofilizado e dissolver em 1 mL de agua deonizada
esterilizada. Manter congelado a -20°C.
Tris-HCI (1M, pH=8,0)

Pesar 121,14 g de Tris-base e dissolver em 1000 mL de &gua
destilada. Ajustar o pH com solugdo de HCI 1N. Esterilizar por autoclavagao

(121°C por 10 mim, 1 ATM). Armazenar em temperatura ambiente.
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EDTA (0,5M, pH=8,0)

Pesar 186,12 g de EDTA e dissolver em 1000 mL de agua destilada.
Ajustar o pH com solugédo de NaOH 1M. Esterilizar por autoclavagao (121°C
por 10 mim, 1 ATM). Armazenar em temperatura ambiente.

TAE 1X

Para fazer 1000 mL, diluir 20 mL de TAE 50X em 980 mL de agua

destilada.
TAE 50X

Pesar 242g de Tris base e dissolver em 57,1mL de acido acético
glacial, 100 mL de EDTA (0,5 M, pH=8,0) e completar para 1000mL de agua
destilada.
Tampao de corrida (6X)

Para fazer 100 mL, pesar 0,5 g de azul de bromofenol e misturar a
30 mL de glicerol e 70 mL de agua destilada. Ajustar o pH com NaOH (1M) até
obter uma coloracao azul escura. Armazenar a -20°C.

TE1 (10mM de Tris-HCI, 25mM de EDTA, pH=8,0)

Para fazer 1000 mL, misturar 10mL de Tris-HCI (1M pH=8,0), 50 mL
de EDTA (0,5M pH=8,0) e 940mL de agua destilada esterilizada. Manter em
temperatura ambiente.

TE2 (10mM de Tris-HCI, 1mM de EDTA, pH=8,0)

Para fazer 1000 mL, misturar 10 mL de Tris-HCI (1M pH=8,0), 2 mL

de EDTA (0,5M pH=8,0) e 988mL de agua destilada esterilizada. Manter em

temperatura ambiente.
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TES (10mM de Tris-HCI, 25mM de EDTA, pH=8,0, 150mM de NaCl)

Para fazer 1000 mL, misturar 10 mL de Tris-HCI (1M pH=8,0), 50 mL
de EDTA (0,5M pH=8,0), 7,5 mL de NaCl (5M) e 932,5 mL de agua destilada
esterilizada. Manter em temperatura ambiente.

Gel de agarose 1%

Pesar 1 g de agarose para cada 100 mL de tampao TAE 1X,
dissolver em aquecimento e adicionar 5 uL de solucdo de brometo de etidio na
concentragao de 10mg/mL. Deixar solidificar formando um gel. Uso imediato.

OBS.: contém substancias mutagéncias, usar EPIs.
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9.2 Anexo 2: Alinhamento de alelos do tipo blaoxa-51-iike
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OXA-8T G G G B 792
OxA-BT G LE] g hl-' Taz2
OXA-82 G G G B 792
O=lA-B4 G LE] g hl-' Taz2
OXA-51 G G G B 792
OEA-T1 G LE] g hl-' Taz
ORA-BD G G G B 792
QEA-Ta G LE] g hl-' oz
EA-10E G G G Hr LE:F
Csa 58 G LE] ! hl-' o2
OXA-83 G G G g 792
OCa-80 G LE] g hl-' Ta2
OXA-B5 G G G g 792
Dxa-a2 G LE] g hl-' Ta2
OXA-B4 G G G g 792
DEA-TE G LE] g hl-' Taz2
OXA-88 G G G g 792
Da-94 G LE] g hl-' Taz2
OXA-25 G G G B 800
OEA-84 G LE] g hl-' Taz2
OXA-92 G G cTTRG 792

Consensus ACTTAGAAAT GAAAAAAGGA ATACCTAGCT CTGTTCGAAA AGAGATTACT
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OxA-21 H E
OXA-TT Gl G
DEA-TE H hI:-'
OXA-G3 Gl G
DEA-TS # h|:.-
OXA-TO HG g
OEa-a5 H hI:-'
OXA-87 G g
OxA-BT H hI:-'
OXA-89 G g
OlA-a4 H hI:-'
OKA-51 G g
A7 H hI:-'
O AR F hr
Qa-Ta H -"'

OXA-108 G G
Cosla-a8 H hI:-'
OXAE3 Gl G
DxCA-20 H hI:-'
OXA-65 G G
Da-a2 H hI:-'
OXA-84 Gl G
OEA-TE H hI:-'
OXA-28 G g
OCA-94 H hI:-'
OXA-a5 G g
OxA-B40 H hI:-'
OXA-82 5 S
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Figura 5: Alinhamento de 29 alelos pertencentes ao grupo OXA-51 utilizados para o desenho de
oligonucleotideos inciadores da técnica de DGGE. O oligonucleotideo iniciador direto, ao qual foi
adicionado o grampo de CG, possui anelamento na posicédo 255.



