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Resumo

O impacto na saude humana das infec¢bes causadas por Staphylococcus aureus,
quer no contexto hospitalar quer na comunidade, assim como 0 aumento do nimero de
estirpes resistentes a maltiplos compostos antimicrobianos, tem mantido esta bactéria
sob o foco de constante atengédo ao longo dos anos.

A plasticidade genética desta espécie é crucial a sua sobrevivéncia, tendo 0s
plasmideos um papel fundamental na capacidade de S. aureus para lidar com as
constantes alteracbes ambientais, representando uma das principais formas de
transmissdo de genes necessarios envolvidos em diversos mecanismos de resisténcia e
viruléncia.

Neste trabalho pretendeu-se determinar o papel dos plasmideos identificados numa
coleccdo de estirpes de S. aureus de origem clinica, no seu perfil de susceptibilidade a
diversos compostos antimicrobianos.

Apos a determinacdo do perfil de susceptibilidade a varios antibioticos, biocidas e
metais pesados, foi realizada a extraccdo do DNA plasmidico das 52 estirpes estudadas
e determinado o seu perfil de restricdo com as enzimas Accl e EcoRI. Foram isolados
plasmideos de 43 das 52 estirpes analisadas, que se agruparam em onze perfis de
restricdo. Com base nestes perfis, foram selecionadas estirpes representativas, para se
proceder a cura dos respectivos plasmideos e analisar as diferencas nos perfis de
susceptibilidade das estirpes originais e curadas.

A cura dos plasmideos pSM1, pSM11 e pSM26 originou alteracdes nos perfis de
susceptibilidade, das respectivas estirpes, que foram depois associados a presenca de
determinantes plasmidicos, nomeadamente blaZ (resisténcia aos B-lactamicos), ermC
(resisténcia induzida aos macrolidos/lincosamidas/estreptograminas), cadA e cadD
(diminuicdo de susceptibilidade ao cadmio).

Este estudo permitiu demonstrar o impacto dos determinantes plasmidicos no perfil
de resisténcia de S. aureus a diferentes compostos antimicrobianos, evidenciando a sua
importancia na disseminacdo de determinantes de resisténcia a compostos
antimicrobianos e na sobrevivéncia das estirpes que os transportam em ambiente

hospitalar.



Abstract

The impact of Staphylococcus aureus infections in human health, whether hospital
or community acquired, and the increasing number of strains resistant to multiple
antimicrobial compounds, has kept the interest on this microorganism over the years.

This genetic plasticity of this bacterium is crucial to its survival, with plasmids
playing a key role in S. aureus ability to cope with constant environmental challenges,
being also one of the main ways of gene transmission, including genes involved in
many resistance and virulence mechanisms.

The aim of this study was to determine the importance of the plasmids identified in
a collection of S. aureus strains of clinical origin to the susceptibility profile towards
several antimicrobial compounds.

After determining the susceptibility profile to different antibiotics, biocides and
heavy metals, plasmids were isolated from the 52 strains in study and assigned to a
restriction profile, according to their restriction pattern with enzymes Accl and EcoRl.
Plasmids were isolated from 43 out of the 52 strains and grouped into eleven restriction
profiles. Based on these patterns, we selected representative strains to carry the cure of
the respective plasmids and evaluate the differences between the antimicrobial
susceptibility profile of the original and the cured strains.

The curing of plasmids pSM1, pSM11 and pSM26 resulted in alterations of the
susceptibility profiles of the respective strains, which were then associated with the
presence of plasmid resistance determinants, namely blaZ (resistance to B-lactams,
ermC (induced resistance to macrolides/lincosamides/streptogramins), cadA and cadD
(decreased susceptibility to cadmium).

This study demonstrated the impact of plasmid determinants to the resistance
profile of S. aureus towards antimicrobial compounds, highlightning their role in the
dissemination of antimicrobial resistance determinants and in the survival of these

bacteria in the nosocomial enviroment.
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O Papel de Determinantes Plasmidicos na Resisténcia a Compostos Antimicrobianos em Staphylococcus aureus

1 Introducéao

1.1 Género Staphylococcus

1.1.1 Caracteristicas gerais

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, que engloba
também os géneros Jeotgalicoccus, Macrococcus, Salinicoccus e Gemella, e €
actualmente constituido por 48 espécies e 26 subespécies (26).

Os estafilococos sdo cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, ndo formadores
de esporos, imoveis, com 0,5 a 1,5 um de didmetro. Estas bactérias apresentam duas
caracteristicas importantes para o seu isolamento e distingdo de outros cocos Gram-
positivos: a tolerancia a concentracdes elevadas (10%) de cloreto de sddio e a produgao
de catalase (12, 34, 63). Porém, em relacdo a producdo de catalase, as espécies de
Staphylococcus saccharolyticus e Staphylococccus aureus subespécie anaerobius assim
como algumas estirpes de Staphylococcus aureus subespécie aureus sdo a excepcao,
uma vez que ndo sdo produtoras desta enzima (34).

Séo varias as espécies de estafilococos que integram a flora da pele e mucosas do
Homem. Entre as espécies mais comuns encontram-se S. aureus, Staphylococcus
epidermidis,  Staphylococcus  saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus e
Staphylococcus hominis. Além da relacdo comensal entre estas bactérias e o Homem,
existem espécies frequentemente associadas a ocorréncia de doenga nos seres humanos,
em especial S. aureus, S. saprophyticus (como agentes primarios de infeccdo) e S.

epidermidis (como agente de infec¢Bes oportunistas) (8, 12, 63, 71).

1.1.2 Staphylococcus aureus

1.1.2.1 Importéancia clinica

S. aureus é um dos agentes bacterianos mais significativo a nivel de infeccOes
nosocomiais e adquiridas na comunidade. Além de um importante agente patogénico
causador de doenca nos seres humanos, esta espécie manifesta a capacidade de
colonizar assintomaticamente hospedeiros saudaveis (11, 34, 60, 61). Cerca de 30-50%

dos adultos sdo reservatorio natural de S. aureus, 10 a 20% dos quais se encontram
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colonizados de forma persistente (34, 113). Uma vez que S. aureus € um constituinte da
flora comensal, a origem da infeccdo causada por esta bactéria € frequentemente
enddgena, nomeadamente a partir das mucosas nasais, da pele ou de uma lesdo
superficial que permita a0 microrganismo entrar em circulacdo e provocar a infecgédo
(71, 85). Por esta razdo, os portadores de S. aureus apresentam um risco mais elevado
de infeccdo e séo considerados uma importante fonte de transmissdo de estirpes entre
individuos (11, 60).

As patologias mais comuns originadas por S. aureus sdo geralmente infeccbes da
pele e tecidos moles, nomeadamente abcessos, celulite e impetigo, podendo também
causar infecgBes sistémicas mais graves, como pneumonias, meningite, septicémia,
endocardite e também infeccGes devidas a accdo de toxinas, como intoxicacdes
alimentares, sindroma da pele escaldada e sindroma de choque toxico (8, 34, 71).

Embora as estirpes de S. aureus sejam habitualmente transmitidas por contacto
directo, normalmente com a pele colonizada ou infectada, o contacto com objectos ou
superficies contaminadas também tem um papel importante neste processo (11, 71).

As infeccdes graves causadas por S. aureus estdo muitas vezes associadas a factores
relativos ao hospedeiro, nomeadamente perda da barreira natural da pele, alteracGes
hormonais, doencas debilitantes, terapéutica a base de esterdides ou outros farmacos
que comprometam a imunidade do hospedeiro, predispondo-0 a ocorréncia destas
infeccdes (11, 63).

1.1.2.2 Factores de viruléncia

Tendo em conta que S. aureus é colonizador das fossas nasais, mucosas e da pele, a
sua viruléncia s6 se manifesta ocasionalmente (60). As estirpes que causam doenca no
ser humano produzem uma grande variedade de factores de viruléncia, particularmente
toxinas e enzimas especificas (63, 71).

Uma das principais caracteristicas de S. aureus € a capacidade de secrecdo de
toxinas responsaveis por causar ruptura da membrana das células do hospedeiro (85).
Entre estas toxinas citoliticas conhecem-se pelo menos quatro hemolisinas (a, B, v € 9),
sendo possivel uma Unica estirpe produzir véarias destas toxinas. As hemolisinas causam

a lise de globulos vermelhos in vivo e in vitro, a qual é observavel a volta das colonias
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isoladas em gelose de sangue (63, 71). Algumas estirpes de S. aureus também
produzem a leucocidina de Panton-Valentine, uma toxina que destroi os leucdcitos (63,
85). As toxinas exfoliativas, nomeadamente as toxinas epidermoliticas A e B, causam
eritema da pele, sintoma observado na sindroma da pele escaldada (34, 60, 71).
Algumas estirpes de S. aureus sdo responsaveis pela sindroma do choque toxico, uma
grave consequéncia da infecgdo estafilococica, cujos sintomas resultam da actividade da
enterotoxina TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1). A enterotoxina A, outro
superantigénio a semelhanca da TSST-1, causa intoxicacdo alimentar (63, 71).

Relativamente as enzimas produzidas por S. aureus, uma das mais importantes e
caracteristica desta espécie é a coagulase, uma enzima que converte a fibrina em
fibrinogénio. O coagulo induzido pela enzima resulta na acumulacéo da fibrina a volta
das células bacterianas, tornando dificil para as defesas do hospedeiro actuarem sobre as
mesmas, impedindo assim a ocorréncia de fagocitose (68). A producdo desta enzima €
também importante na distincdo entre a espécie de S. aureus e a maioria das restantes
espécies do género Staphylococcus, denominadas estafilococos coagulase negativos,
embora exsistam outras espécies que também produzem coagulase, nomeadamente
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus delphini e Staphylococcus hyicus (34).

Algumas estirpes de S. aureus sdo ainda capazes de produzir outras enzimas
importantes, incluindo a hialuronidase, fibrinolisina, lipases, ribonuclease e
desoxiribonuclease (63, 71).

Outro factor de viruléncia importante de S. aureus € a presenca de uma capsula
polissacarida, capaz de inibir os processos de opsonizacdo e fagocitose das células
bacterianas (71).

1.2 Compostos antimicrobianos e mecanismos de acgéo

1.2.1 Antibiéticos

A maioria dos antibidticos existentes sdo produtos naturais, produzidos por
diferentes espécies de microrganismos, bactérias ou fungos, que actuam como forma de
defesa contra outros microrganismos que possam estar a interferir no seu
microambiente. A partir destes compostos naturais bacterianos comegaram a

desenvolver-se novos antibidticos através da modificagdo parcial ou total dos originais,
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por exemplo os derivados da penicilina, até a criagdo de compostos totalmente
sintéticos, nomeadamente as fluoroquinolonas e as oxazolidinonas (110). Estes agentes
antimicrobianos podem ser classificados como bactericidas ou bacteriostaticos,
consoante a sua accdo provogue a morte ou iniba o crescimento das bactérias,
respectivamente (37, 48).

Os diferentes mecanismos de accao dos antibidticos estdo sintetizados na Tabela 1.

Tabela 1. Mecanismos de accdo das principais classes de antibiéticos (37, 48, 110).

Mecanismo de accéo Alvo Celular Exemplos
Inibicdo da sintese da PBPs; B-lactamicos;
parede celular Terminal D-Ala-D-Ala Glicopéptidos
Aminoglicosideos, tetraciclinas,
Subunidade 30S e 50S cloranfenicol, macrolidos,
Inibicéo da sintese do ribossoma estreptograminas, clindamicina,
proteica linezolida
Factor G de elongacao Acido fusidico
DNA Girase e Fluoroquinolonas

e n . topoisomerase 1V
Inibicdo da sintese de P

acidos nucleicos ou de RNA polimerase Rifamicinas

nucleétidos S . L
Inibicdo da via do acido . . .
Trimetoprim e Sulfonamidas

félico
Accdo sobre a integridade Membrana .
. [y Polipéptidos
da membrana celular citoplasmatica

PBPs: Penicilin binding proteins.

A sintese do peptidoglicano pode ser inibida por dois mecanismos: através da
ligagdo irreversivel do antibidtico as penicilin-binding proteins (PBPs) (e.g. penicilina,
cefalosporinas), que impede o cross-linking das cadeias peptidicas aos glicanos, levando
eventualmente & lise da bactéria; ou através da ligacdo do antibidtico ao péptido
terminal D-Ala-D-Ala dos percursores do peptidoglicano (e.g. vancomicina),
bloqueando as reaccdes de transpeptidacdo (110).

Relativamente & inibi¢do da sintese proteica, existem também duas formas de acgdo
dos antibidticos, nomeadamente através da ligagdo dos compostos a subunidade 30S

(e.g. tetraciclinas e aminoglicosideos) ou a subunidade 50S do ribossoma (e.g.
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cloranfenicol, macrdlidos, clindamicina, estreptograminas e linezolida). Estas ligacOes
causam a destabilizacdo dos ribossomas e bloqueiam os complexos de iniciacdo, que
por sua vez impedem a elongacdo das cadeias polipeptidicas (12, 48, 63). O acido
fusidico actua ao nivel do factor G de elongacdo, impedindo a sua libertacdo do
ribossoma e consequentemente a sintese proteica (80).

Quanto a inibicdo da sintese de &cidos nucleicos, existem diferentes mecanismos.
No caso das fluoroquinolonas, estas interferem com os complexos formados pela DNA
girase e topoisomerase IV com a dupla cadeia de DNA, impedindo a sua ac¢édo
enzimética e, consequentemente, causando a inibicdo da replicacdo do DNA (41, 48,
110). As rifamicinas actuam também actuam através da inibicdo da sintese de &cidos
nucleicos, por intermédio da ligacdo a subunidade B da RNA polimerase, impedindo a
sintese de mMRNA (48, 107). Existem ainda agentes que interferem na via de sintese do
acido folico (e.g. trimetoprim e sulfonamidas) e consequentemente na sintese de &cidos
nucleicos e proteinas, uma vez que o acido folico € uma coenzima essencial para a
sintese de purinas, timidinas e alguns aminoacidos (12, 89).

Por fim, existem ainda os antibiéticos que actuam ao nivel da integridade da
membrana, como € o caso dos polipéptidos (e.g. polimixinas). Estes antibidticos
intercalam-se nas membranas celulares e alteram a sua permeabilidade, levando a perda
de componentes citoplasmaticos e consequentemente a lise. O seu espectro de accao

estd maioritariamente associado a bactérias Gram-negativas (12, 89).

1.2.2 Biocidas

Os biocidas sdo compostos inorganicos ou organicos sintéticos que podem ser
utilizados como forma de eliminar ou inibir o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos em tecidos vivos (antissépticos), em objectos e superficies inertes
(desinfectantes) e em produtos de consumo, como alimentares e cosmeticos
(preservantes) (32, 70). Sdo amplamente utilizados nas unidades de saude, fazendo parte
das praticas de controlo e prevencédo de infecgdes nosocomiais (13, 33, 70, 101).

Os antibioticos e biocidas apresentam mecanismos de accdo diferentes, tendo
também aplicacdes distintas. O principal objectivo da utilizagdo dos biocidas é causar a

morte celular num curto espaco de tempo, apresentando um espectro de accdo mais
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amplo e mecanismos de accao relativamente inespecificos, sendo capazes de actuar em
multiplos alvos. Por sua vez, os antibi6ticos interagem de forma bastante especifica com
certas estruturas ou processos metabdlicos da célula bacteriana (70, 73, 75).

Os biocidas podem ser divididos em quatro categorias, de acordo com 0S Sseus
mecanismos de accdo: (i) os agentes oxidantes (como o cloro e os perdxidos), que
actuam atraves de reaccdes mediadas por radicais de forma a oxidar material organico;
(if) os agentes electrofilicos (incluem ides inorganicos, como a prata e o cobre, e
agentes organicos, como o formaldeido e a isotiazolona), que inactivam enzimas e
formam radicais livres intracelulares que contribuem para a sua accdo letal; (iii) os
agentes cationicos (alcoois, clorexidina, compostos de amdnio quaternario - QACSs), que
interagem com a parede celular e afectam a sua integridade, levando rapidamente a lise
e perda de constituintes essenciais as células; (iv) agentes protondforos (acido sorbico,
acido benzdico), que causam a disrupcdo da forca motriz protdnica e consequente
inibicdo do transporte activo através da membrana, resultando na acidificagdo do meio

intracelular e em alteracfes no metabolismo celular (13, 23, 73, 75, 92).

1.3 Mecanismos de resisténcia aos compostos antimicrobianos

A problematica da resisténcia aos compostos antimicrobianos ndo é um fenémeno
recente, tendo surgido com a introducdo dos antibidticos na pratica clinica. Um exemplo
disso é o facto de pouco tempo apos a introducdo da penicilina, terem sido isoladas
estirpes resistentes a este antibidtico (11, 105). Contrariamente ao que seria desejavel, o
ritmo a que sdo produzidos e introduzidos no mercado novos antibidticos é lento
comparativamente a rapidez com que emergem fendétipos de resisténcia. Além disso, o
custo elevado da sua investigacédo e producdo e o facto de serem direcionados a alvos
mutaveis, sdo também entraves para a descoberta de novos agentes antimicrobianos (92,
103, 104, 105).

Uma das preocupacfes correntes € que o uso indiscriminado de biocidas (como
forma de prevencéo e disseminacdo de infecgdes) e de antibidticos (tanto na terapéutica
de seres humanos e animais, como na sua inclusdo na alimentacdo de animais para

consumo humano) possa actuar como um agente de seleccdo de microrganismos
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patogénicos resistentes a compostos antimicrobianos, potenciando a co-resisténcia e

resisténcia cruzada a biocidas e antibi6ticos (7, 14, 70, 73, 75, 86).

1.3.1 Resisténcia aos Antibioticos

As bactérias sdo capazes de expressar resisténcia aos antibidticos através de
diferentes mecanismos. A resisténcia a estes agentes pode ser inata, quando as bactérias
de uma espécie apresentam caracteristicas intrinsecas que as tornam resistentes aos
membros de determinada classe de antibidticos (e.g. a existéncia de barreiras de
permeabilidade ou auséncia de alvo na bactéria), ou ser adquirida, quando populagdes
bacterianas, que eram inicialmente susceptiveis, se tornam resistentes a um determinado
agente antimicrobiano e posteriormente proliferam e dispersam sob a pressao selectiva
desse agente. A resisténcia adquirida resulta de um modo geral da ocorréncia de
mutacdes espontaneas, da aquisi¢do de genes localizados em elementos génicos moveis
(EGMs) ou da combinagéo de ambos (12, 102).

Existem quatro mecanismos principais de resisténcia aos antibioticos: (i)
modificacdo do alvo celular, (ii) diminuicdo de permeabilidade da membrana, (iii)
inactivacdo ou modificacdo enzimatica do antibidtico e (iv) sistemas de efluxo (22, 86,
102, 110).

O primeiro mecanismo néo se foca na destruicdo ou remocéo do alvo da ac¢do do
antibiético mas antes na sua reprogramacdo ou camuflagem na célula bacteriana, isto é,
através de mutacdes ou modificacdo enzimatica do alvo, reduzindo a sua afinidade para
0 antibidtico (110). Um dos exemplos deste mecanismo é a ac¢do das enzimas Erm (de
erythromycin ribosomal methylase) que metilam uma adenina especifica da subunidade
50S do ribossoma, reduzindo assim a sua afinidade para macroélidos, nomeadamente a
eritromicina, mas também lincosamidas e estreptograminas. A resisténcia aos f-
lactdmicos também pode dever-se a alteracdes do alvo celular, através do aparecimento
de mutacdes nas PBPs (de Penicilin Binding Proteins) que diminuem a afinidade dos f3-
lactdmicos a estas proteinas (86, 102, 110).

A diminuicdo da permeabilidade da membrana é um mecanismo que reduz a

entrada do antibiotico na célula impedindo-o desta forma de alcangar e exercer a sua
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acc¢do sobre o alvo. Outra forma de diminuicdo de permeabilidade é através da perda de
funcéo das porinas (12, 88).

O terceiro mecanismo baseia-se na accdo de certas enzimas, como as f-lactamases
ou as enzimas modificadoras dos aminoglicosideos, cuja funcdo é a hidrélise ou
modificagdo do antibiotico, respectivamente, inactivando-o em embos os casos. E dos
mecanismos mais eficazes e robustos de resisténcia. Estas enzimas sdo em muitos casos
codificadas por genes integrados em elementos genéticos mdveis (EGMs), como
plasmideos e transposdes (12, 102).

Finalmente, os sistemas de efluxo sdo constituidos por bombas capazes de
transportar o antibiotico para o exterior da célula antes que este consiga atingir o seu
alvo celular, impedindo a sua accédo (88, 102). Estas bombas podem ser especificas para
um determinado substrato (e.g. antibiotico) ou ser capazes de expulsar diferentes classes
de compostos antimicrobianos, podendo neste caso estarem associadas a emergéncia de
estirpes multirresistentes (87, 111). Diferentes estudos demonstraram que as bombas de
efluxo MDR (de multidrug resistance) sdo capazes de extrusar antissépticos, solventes,
metais pesados e detergentes, além de antibioticos (66). Os genes que codificam para
sistemas de efluxo especificos estdo normalmente associados a elementos genéticos
moveis, como 0s plasmideos ou transposfes. Por outro lado, os sistemas de efluxo
MDR encontram-se, na maioria das vezes, codificados em genes cromossémicos e sao
expressos de forma constitutiva ou indutiva (87).

Além dos mecanismos descritos acima, também os diferentes estados fisiologicos
das células bacterianas podem influenciar a sua sobrevivéncia na presenca de
antibidticos. Entre estes estados fisiologicos destacam-se a formacéo de biofilmes, em
superficies, como os cateteres e outros implantes médicos, a resisténcia induzida por
condicdes de crescimento reduzido e a variacao fenotipica populacional (39).

Como referido anteriormente, a emergéncia de estirpes bacterianas resistentes e/ ou
multirresistentes é cada vez mais frequente e, consequentemente, cada vez mais
preocupante (84, 104). O caso de S. aureus é um exemplo paradigmatico da emergéncia
e disseminacdo de resisténcia a compostos antimicrobianos (Tabela 2), muito
provavelmente como forma de resposta as pressdes selectivas exercidas nos mais

diversos ambientes (6, 14).
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Tabela 2. Mecanismos de resisténcia de S. aureus a algumas classes de antibiéticos (22, 61, 101).

Classe de . A Localizacdo do
s Mecanismo de resisténcia A
Antibiotico gene de resisténcia
Hidrdlise do anel B-lactamico (B-lactamases); Cromossoma,
B-Lactamicos PBP extra com afinidade reduzida para o plasmideo,
antibidtico (PBP2a) transposao
Cromossoma,

Alteracdo do peptidoglicano;

Glicopéptidos . transposéo e
pep Sintese de D-Ala-D-Lac P .
plasmideo
. Mutacdes na regido QRDR dos genes alvo; Cromossoma e
Fluoroquinolonas . .
Sistemas de efluxo plasmideo
. . . e . " Plasmideo e
Aminoglicosideos Enzimas modificadoras de aminoglicosideos x
transposao
Inibidores da via do  Enzimas que interferem em diferentes pontos da Cromossoma e
acido folico via do &cido folico (reductases) plasmideo
. Mutacdes e enzimas que actuam na subunidade Cromossoma e
Oxazolidinonas . .
50S do ribossoma plasmideo
Acetiltransferases que modificam o antibiético;
. - . Cromossoma e
Macrolidos metilases de RNA que reduzem a afinidade pela

subunidade ribossosémica 50S plasmideo

QRDR - Quinolone resistance—determining region.

1.3.2 Resisténcia aos Biocidas

Os casos de resisténcia aos biocidas tém vindo a ser documentadas desde 1952 e o
seu numero esta aparentemente a aumentar (13, 73, 75, 86).

A resposta das células bacterianas aos biocidas € determinada essencialmente pela
natureza do agente ao qual sdo expostas e do tipo de microrganismo envolvido, tendo
em conta as suas diferengas a nivel estrutural e fisiologico. A resisténcia aos biocidas,
tal como para os antibiéticos, pode ser intrinseca ou adquirida (70, 73, 75).

A resposta intrinseca aos biocidas € muito variavel entre microrganismos, como por
exemplo o caso das bactérias Gram-negativas e micobactérias, em que a composi¢édo da
sua membrana celular externa dificulta a entrada destes compostos na célula, tornando-
as por isso naturalmente menos susceptiveis a estes agentes (70, 75).
Comparativamente, S. aureus com a sua parede celular composta essencialmente por
peptidoglicano e &cido teicdico, ndo actuando como barreira a entrada de substancias de

elevado peso molecular, é naturalmente susceptivel a accdo de biocidas (70, 75).
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Relativamente a resisténcia adquirida, esta pode ocorrer através de mutacGes ou
aquisicdo de determinantes presentes em EGMs, como plasmideos e transposdes. Os
principais mecanismos de resisténcia sdo caracterizados por alteracdes na
permeabilidade da membrana celular e pelo efluxo dos compostos antimicrobianos. A
inactivacdo do composto e alteracdo do alvo também estdo documentados, sendo
contudo casos raros e especificos para alguns biocidas, como o triclosan (13, 70, 75, 86,
91).

Actualmente, uma das maiores preocupacfes associadas ao uso indiscriminado de
biocidas, especialmente em unidades de salde, é a possibilidade de aparecimento de
estirpes com susceptibilidade reduzida a estes compostos. Adicionalmente, uma vez que
existem mecanismos de resisténcia, tais como os sistemas de efluxo MDR, capazes de
conferir resisténcia a biocidas e a antibidticos, a possibilidade dos biocidas
desempenharem um papel de seleccdo de bactérias resistentes a determinados
antibioticos, é cada vez mais um topico de debate e preocupacdo (70, 73, 75, 86, 92,
101). Em S. aureus esta descrita a resisténcia aos p-lactdmicos (gene blaZ) associada a
resisténcia aos QACs, devido a localizacdo de determinantes de resisténcia a estes
compostos no mesmo EGM (e.g. plasmideo), possibilitando a ocorréncia de co-
resisténcia a estes compostos (1, 14, 98). Outro exemplo é o caso particular dos
plasmideos da familia pSK1, que transportam determinantes de resisténcia a distintos
agentes antimicrobianso, nomeadamente o gene aacA-aphD, que codifica para
resisténcia aos aminoglicosideos (e.g. gentamicina, tobramicina e canamicina), o gene
dfrA que confere resisténcia ao trimetoprim, e 0 gene gacA responsavel por conferir
resisténcia aos antissépticos e desinfectantes (44).

1.4 A importancia do genoma acessorio de S. aureus

O genoma de S. aureus € constituido por dois grandes componentes, sdo eles o
genoma core, 0 componente conservado e que esta presente em todas as estirpes, e 0
genoma acessorio, que representa uma parte importante da diversidade genética desta
espécie (45, 56, 64).

Em S. aureus, o genoma core constitui cerca de 75% de todo o genoma e €

composto por genes essenciais para o desenvolvimento e sobrevivéncia e por genes

10



O Papel de Determinantes Plasmidicos na Resisténcia a Compostos Antimicrobianos em Staphylococcus aureus

responsaveis por funcdes comuns a esta especie, nomeadamente genes de viruléncia
ausentes noutras espécies de estafilococos (55, 56).

Os restantes 25% do genoma de S. aureus constituem o genoma acessorio, podendo
codificar proteinas associadas a fungdes nao essenciais mas Uteis na adaptacdo de
estirpes aos diferentes nichos ecoldgicos, como factores de viruléncia e resisténcia,
genes de adaptacdo ao hospedeiro e toxinas. O genoma acessério € constituido
essencialmente por EGMs com a capacidade de se transferir horizontalmente entre
estirpes (36, 45, 54, 56, 57, 64).

Estes EGMs foram descritos pela primeira vez no final de 1940 e sdo fragmentos de
DNA que codificam varios determinantes que intervém na sua prépria transferéncia e
integracdo no DNA do novo hospedeiro, para além de determinantes de resisténcia e
viruléncia. A transferéncia horizontal destes elementos nas bactérias pode ocorrer por
trés mecanismos: transformacéo, conjugacgéo e transducdo. No entanto, S. aureus nao
apresenta na sua constituicdo 0s genes necessarios aos processos de transformacao (56,
64).

Face as contantes alteracdes ambientais e a pressdo selectiva, impostas
especialmente pela terapéutica antimicrobiana a que estas bactérias estdo sujeitas, a
capacidade para desenvolver variabilidade € crucial para a sua sobrevivéncia (4, 29, 43,
62). Um exemplo foi o répido aparecimento de estirpes de S. aureus resistentes a
penicilina poucos anos apds a introducdo na préatica clinica deste antibidtico e cuja
presenca posteriormente se veio a identificar em plasmideos (11, 62).

Aquando do inicio dos estudos acerca da resisténcia aos antibidticos pelas bactérias,
assumiu-se que o seu aparecimento dever-se-ia unicamente a ocorréncia de mutacoes e a
sua posterior seleccdo. Contudo, nem sempre essas mutacGes se mostram vantajosas
para as células, devido a potencial perda de fitness, isto é, a capacidade de sobreviver no
seu ambiente natural, criacdo de formas menos virulentas e também devido a baixa
frequéncia com que estas mutacdes ocorrem. Deste modo, a aquisicdo de mutacdes
poderia ndo ser um processo célere o suficiente para garantir a rapida adaptacéo a novas
condicBGes ambientais, sendo pouco provavel que este fosse o0 Gnico mecanismo para a
emergéncia de estirpes resistentes (4, 43, 62). Mais tarde, as descobertas acerca da
transferéncia horizontal de genes demonstraram que a maioria dos casos de resisténcia é

devida & aquisicdo de determinantes pré-existentes e presentes em EGMs,
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nomeadamente plasmideos, evidenciando assim a sua importancia (4, 22, 29, 40, 43, 62,
96).

Em S. aureus, os principais EGMs correspondem a bacteridéfagos, sequéncias de
insercdo, ilhas genomicas, ilhas de patogenicidade, plasmideos, transposdes e
staphylococcal cassette chromosomes (SCC), sendo a maioria destes elementos
transferida entre diferentes bactérias por transferéncia horizontal (54, 56, 64).

1.4.1 Resisténcia aos compostos antimicrobianos codificada por plasmideos

Os plasmideos sdao moléculas circulares de DNA. Sao elementos genéticos capazes
de se replicarem independentemente do cromossoma, através de sequéncias especificas
e proteinas regulatorias, incluindo a sua prépria origem de replicacéo (4, 31, 64).

Os plasmideos podem variar muito no que diz respeito ao seu tamanho, ao
mecanismo de replicacdo e ao nimero e tipo de genes que transportam. Outra
caracteristica variavel entre plasmideos € o seu nimero de copias dos mesmos na célula
verificando-se que, de um modo geral, os plasmideos de menores dimensdes apresentam
um maior nimero de copias do que os plasmideos de maiores dimensoes (12, 63).

Uma vez que ndo codificam genes essenciais para o crescimento ou multiplicacéo
celular, os plasmideos sdo geralmente dispensaveis, podem no entanto, conferir a célula
caracteristicas Uteis em situacGes ambientais especificas. Estes elementos podem
transportar uma grande variedade de determinantes, associados as mais diversas
funcGes, nomeadamente de manutencdo (genes relacionados com a replicacao,
estabilidade e controlo de cdpias), transferéncia, patogenicidade (e. g. genes de
viruléncia), resisténcia a compostos antimicrobianos e de enzimas importantes na
biodegradacdo de residuos organicos (4, 31, 44).

As bactérias do género Staphylococcus transportam frequentemente um ou mais
plasmideos por célula, podendo estes apresentar tamanhos e conteldos genéticos
variados. Apoés a entrada na célula bacteriana, os plasmideos podem permanecer sob a
forma de DNA circular livre ou linearizar e integrarem-se no cromossoma (Figura 1)
(64).
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Bacteridfagos i
Bacteridfagos
COM NOVOS genes

&7

)

Transdugéo.
bacteridfago

Plasmldeq

4

Transposédo ou
sequéncias de insergdo

Plasmideo

e

Figura 1. Aquisicdo de EGMs por S. aureus. [1] Incorporacdo de plasmideos ou elementos dos
mesmos no DNA genomico; [2] os plasmideos podem ser mantidos como DNA circular livre; [3]
transferéncia de transposdo ou sequéncia de inser¢do entre o plasmideo e o DNA gendmico; [4]
transferéncia de transposdo ou sequéncia de insercdo entre plasmideos dentro da célula; [5] transferéncia
de transposdo ou sequencia de insercdo do DNA gendmico para um plasmideo. Adaptado de (64).

Sd0 muitos os plasmideos ja descritos para estafilococos, em particular para S.
aureus. A classificacdo dos plasmideos de S. aureus comecgou por ser feita com base nos
chamados grupos de incompatibilidade, que agrupam plasmideos que ndo podem
coexistir na mesma célula por apresentarem o mesmo mecanismo de replicacdo (77).
Posteriormente, foi criada uma classificacdo que agrupa os plasmideos de S. aureus em
trés classes, de acordo com o seu tamanho e caracteristicas funcionais e estruturais (82):

e Classe I: é constituida por plasmideos de pequenas dimensdes (entre 1 a 5 kb),
presentes em elevado nimero de cépias (15 a 50 por célula). Fenotipicamente, podem
ser cripticos ou transportar um determinante de resisténcia. A replicacdo destes
plasmideos ocorre por um mecanismo de circulo rolante assimétrico (do inglés
assymetric rolling circle) através de um intermediario de cadeia simples (29, 43, 56, 62,
64). Presumivelmente em consequéncia das restricdes de tamanho impostas por este
mecanismo de replicacdo, é extremamente rara a presenca de elementos genéticos

transponiveis nestes plasmideos (29, 43). Os plasmideos desta classe subdividem-se

13



O Papel de Determinantes Plasmidicos na Resisténcia a Compostos Antimicrobianos em Staphylococcus aureus

ainda em quatro familias, com base nas semelhancas ao nivel das sequéncias dos genes

de replicacédo e na organizacao funcional: pT181, pC194, pSN2 e pE194 (5, 77).

e Classe Il: agrupa os plasmideos de tamanho intermédio, podendo atingir entre 15
e 40 kb. S&o plasmideos de baixo numero de cépias (entre 4 a 6 plasmideos por célula)
que se replicam através do mecanismo de replicagdo theta (6). Normalmente
transportam varios determinantes de resisténcia a diferentes compostos antimicrobianos,
como o0s PB-lactamicos e ides inorganicos (56, 64, 82). Os plasmideos desta classe
subdividem-se em duas familias, a pSK1 e a familia dos plasmideos de resisténcia [3-
lactamase/metais pesados, que codificam a resisténcia aos B-lactamicos através do gene
blaZz (localizado no transposdo Tn552), aos ifes inorgénicos arsentato, mercurio e
cadmio, através dos respectivos operdes ars, mer e cad e a compostos antissépticos,
através dos determinantes gacA ou gacB (29, 30, 44, 82).

e Classe IlI: engloba os plasmideos de maiores dimensdes identificados ateé a data
(40 a 60 kb). Estes plasmideos apresentam semelhancas aos da classe anterior no que
diz respeito a multirresisténcia e ao mecanismo de replicagdo, distinguindo-se no
entanto por serem capazes de mediar a sua propria transferéncia por conjugacao, uma
vez que codificam mecanismos de transferéncia horizontal através dos genes tra ou trs,
e a mobilizacdo de plasmideos mais pequenos (5, 29, 30, 58). Esta classe € tipificada
por um conjunto de plasmideos estruturalmente relacionados entre si: pSK41, pGO1 e
pJEL. Os plasmideos desta familia podem conferir resisténcia (i) aos aminoglicosideos
(gentamicina, tobromicina e canamicina), devido a presencga do hibrido Tn4001-1S257,
no qual esta presente o determinante aacA-aphD, ou de uma cédpia integrada do
plasmideo da classe | pBU110, na qual esta presente o determinante aadD; (ii) aos
antissépticos e desinfectantes, através da bomba de efluxo codificada pelo gene smr;
(i) ao trimetoprim, devido ao gene drfA presente no elemento Tn4003; (iv) a penicilina
gracas a elementos do tipo Tn552; e finalmente (v) a mupirocina, devido a presenga do

gene mupA (ou ileS2) que confere alto nivel de resisténcia (5, 58, 82, 83).

Mais recentemente, foram desenvolvidos novos sistemas de classificacdo destes
elementos, nomeadamente a classificacdo baseada na homologia dos genes de iniciagdo
da replicagéo, os genes rep (31, 42, 69). Utilizando esta classificacdo, McCarthy et al.

(2012) agruparam 243 plasmideos de S. aureus, com sequéncias completas disponiveis
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em bases de dados publicas, em 39 grupos com base na combinacdo de genes rep,
presentes em cada plasmideo (69). Porém, este tipo de classificagdo, apesar de bastante
fidvel, exige uma analise detalhada de sequéncias nucleotidicas nem sempre acessivel.
Desenvolveram-se também outras abordagens mais praticas do ponto de vista
experimental, nomeadamente através da analise de perfis de restricdo que permitem uma
andlise e caracterizacdo preliminar dos plasmideos, especialmente com grau elevado de
semelhanca, uma vez que a presenca de pequenas deleccdes ou mutacdes nos locais de

restricdo podem alterar os perfis obtidos (42, 96).

1.5 Objectivos desta Tese

O sucesso de S. aureus como agente patogénico e comensal deve-se, em parte, a
sua versatilidade para se adaptar as mudancas e multiplas pressées selectivas exercidas
pelo ambiente em que se encontra. Os plasmideos sdo importantes formas de
transmissdo de genes associados a diferentes mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos e factores de viruléncia, essenciais para a sobrevivéncia destas
bactérias em contexto hospitalar.

Esta tese teve como principal objectivo estudar a importancia destes elementos
genéticos moveis no desenvolvimento de resisténcia a diferentes compostos
antimicrobianos. Para isso, estudou-se o perfil e distribuicdo de um conjunto de
plasmideos isolados de uma coleccdo de estirpes de S. aureus de origem hospitalar,
procurando-se estabelecer correlacBes entre os determinantes que codificam e o0s
fendtipos de resisténcias diversos compostos antimicrobianos observados para estas

estirpes.
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2 Material e Métodos

2.1 Material
2.1.1 Estirpes bacterianas

Para o estudo da presenca de determinantes plasmidicos associados a resisténcia a
compostos antimicrobianos foi analisada uma colecgdo de 52 estirpes de S. aureus
isoladas no laboratério de Bacteriologia de um hospital de Lisboa, entre Dezembro de
2006 e Marc¢o de 2007. Destas estirpes, que correspondem a 50 MRSA e duas estirpes
MSSA, 51 apresentam resisténcia a ciprofloxacina (19, 27).

Foi também utilizada ao longo do trabalho como referéncia a estirpe
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC25923, originalmente isolada

em 1945 a partir de uma amostra clinica em Seattle, E.U.A.

2.1.2 Outro material bioldgico

Na anélise dos produtos de extraccdo de DNA plasmidico por electroforese em gel
de agarose, foram utilizados os marcadores 1 kb DNA Ladder GeneRuler™ ¢ DNA A
Hindlll (Fermentas, Vilnius, Lituania) e na analise dos produtos de PCR (do inglés
Polimerase Chain Reaction) foi utilizado o marcador 100bp DNA Ladder Plus
GeneRuler™ (Fermentas).

Para os ensaios de electroforese em gel de campo pulsado (PFGE, do inglés Pulse
Field Gel Electrophoresis) utilizou-se 0 marcador lambda Ladder PFG (New England
Biolabs Inc., Ipswich, MA, E.U.A).

Nas reacgdes de PCR utilizaram-se ainda os primers descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados neste trabalho e tamanho do amplicéo.

Sequéncia nucleotidica

Tamanho do

Pri L Referénci
rimer 5 - 3% A () eferéncia

blaZz_Fw GATAAGAGATTTGCCTATGC

533 74
blaZ Rv GCATATGTTATTGCTTGACC
cadA _Fw CCAAAGCGGTAGATGACGAA

553 Este estudo
cadA Rv GCAAGTGGATGTTGTGAACG
cadD_Fw GGTGTATTATGATTCAAACGGT

614 Este estudo
cadD_Rv TCCTAAAATTGTTTGAATAGTG
ermB_Fw TGGAACAGGTAAAGGGCATT

433 Este estudo
ermB_Rv TGTGGTATGGCGGGTAAGTT
ermC_Fw TCGTAACTGCCATTGAAATA

348 Este estudo
ermC_Rv TCACTTTAGGTTTAGGATGAAA

pb: pares de bases; FW: forward; Rv: reverse.

2.1.3 Meios de Cultura, enzimas e solugdes

A composicdo e 0 modo de preparagdo dos meios de cultura, solugdes e enzimas

utilizadas durante o trabalho experimental, encontram-se descritos nas Tabelas 4 a 7.

Todos os meios de cultura e solugdes foram preparadas com agua bidestilada e, quando

necessario, esterilizadas por autoclavagem a 121°C durante 15 minutos, a excepcao da

solucdo stock de glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.A) a 50% (v/v), que foi

autoclavada a 110°C também durante 15 minutos.
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Tabela 4. Meios de cultura utilizados.

Meio de Cultura®

Composicéo (por litro)

15 g Peptona de caseina; 3,0 g Peptona de soja; 5,0 g NaCl;

Trytptone Soya Agar
(TSA) 15,0 g Agar; pH 7,31£0,2 a 25°C

Tryptone Soya Broth 17,0 g Peptona de caseina; 3,0 g Peptona de soja; 5,0 g NaCl;
(TSB) 2,5 g K;HPQy; 2,5 g Glucose; pH 7,3+0,2 a 25°C

Mueller-Hinton Agar
(MHA)

300 g Infusédo desidratada de carne; 17,5 g Caseina hidrolisada;
1,5 g Amido; 17,0 g Agar; pH 7,3+0,1 a 25°C

Mueller-Hinton Broth
(MHB)

300 g Infuséo desidratada de carne; 17,5 g de Caseina hidrolisada;
1,5 g Amido; 4,347 mg Ca**; 6,206 mg Mg®*";
pH 7,3+ 0,1 a25°C

Mueller-Hinton Broth
(MHB) pH 5,5

MHB, com pH ajustado a 5,5 por adi¢do de HCI

(1) Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra

Tabela 5. Composicdo e modo de preparacgdo das solugdes utilizadas.

Solucéo

Composicéo

TAE 1X

40 mM Tris-acetato™; 1 mM EDTAWY, pH 8,0;
Solugéo stock a 50X

Soro Fisiolégico

0,9 g de NaCI®; 100 ml H,0 bidestilada

~ Tampdo P1 0,05 M Tris-base®; 0,01 M Na,EDTA.H,0%; pH 8,0
(Minilysate Solution 1)
~ Tampao P2 0,2M NaOH®: 1% (p/v) SDS®
(Minilysate Solution I1)
~_Tampao P3 3M Acetato de S6dio (C,HsNa0,) pH 4,8
(Minilysate Solution 111)
PIV 10 mM Tris pH 8,0; 1,0 M NaCI?®
6 mM Tris pH 8,0; 100 mM EDTA® pH 8,0; 0,2% (p/v) Deoxicolato
de sodio™; 0,5% (p/v) Laurilsarcosina de sédio®®;
Solugdo EC 0,05 mg/ml RNase™; 0,1 mg/ml Lisozima®;
0,05 mg/ml Lisostafina®
0,25 M EDTAW pH 9,0;
Solugao ESP 1% (p/v) Laurilsarcosina de sodio ®; 1 mg/ml Proteinase K®
TE 1X 10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0
1 M Tris-base; 1 M é&cido bérico; 20 mM EDTA,; pH 8,3
TBE 0,5X“

Solucdo “stock” a 10X

(1) Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.A.; (2) Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha; (3) USB Corporation,
Cleveland, Ohio, E.U.A; (4) Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, E.U.A.
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Tabela 6. Enzimas utilizadas.

Enzima® Composicao da solucdo stock
Lisostafina 15 mg/ml em H,0 bidestilada estéril; mantida em aliquotas a -20°C
RNaseA
Lisozima 10 mg/ml em H,0 bidestilada estéril; mantida em aliquotas a -20°C
Proteinase K

(1) Sigma-Aldrich.

Tabela 7. Composicdo e modo de preparacao de solucBes de metais pesados e biocidas.

Solucéo Composicéo/Preparacéao da solucéo stock
ZnCl, . I .
cd CI—r;CCZOO &) 1792 mM em agua bidestilada estéril
Metais (CH, (2))2 Mantida & temperatura ambiente
Pesados AgNO; - — —
Cuso, @ 896 mM em agua bidestilada estéril
4 Mantida a temperatura ambiente
- 20 mg/ml em &gua bidestilada estéril
e
Pentamidina (PT) Mantida a -20°C
10 mg/ml em 100% Dimetilsulfoxido® (DMSO)
Berberina (BER)™ Dilui¢des em 4gua bidestilada estéril
Mantida a 4°C
] 10 mg/ml em 4gua bidestilada estéril™
®
Brometo de etideo (EtBr) Mantida ao abrigo da luz e a 4°C
. - 10 mg/ml em &gua bidestilada estéril
®
Laranja de Acridina (ACR) Mantida a 4°C
- 1 mg/ml em agua bidestilada estéril
@
Cetrimida (CET) Mantida a -20°C
. 10 mg/ml em agua bidestilada estéril
o
iosidas Cloreto de cetilpiridinio (CPC) Mantdida a -20°C
Brometo de . S -
hexadeciltrimetilaménio 1 mg/ml em agua bidestilada estéril
(CTAB)® Mantida a -20°C

Cloreto de benzalcénio (BAC)®

1 mg/ml em agua bidestilada estéril
Mantida a -20°C

Brometo de tetrafenilfosfénio
(TPP)®

12 mg/ml em 4gua bidestilada estéril™
Mantida a -20°C

Clorexidina (CHX)®

1 mg/ml em é&gua bidestilada estéril
Mantida a -20°C

Digluconato de clorexidina
(CHXG)®

1% (p/v) em &gua bidestilada estéril
Mantida a -20°C

Cloreto de dequalinio (DC)®

4 mg/ml em &gua bidestilada estéril
Mantida a -20°C

(1) Sigma-Aldrich; (2) Merck, Darmstadt, Alemanha; (3) Fluka Chemie GmbH, Buchs, Suiga; (*) necessario

aquecimento para dissolugdo completa.
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2.2 Métodos
2.2.1 Crescimento e manutencao das estirpes bacterianas

Durante este trabalho, todas as estirpes foram cultivadas a 37°C em Tryptone Soya
Agar (TSA) ou Tryptone Soya Broth (TSB) (com agitacdo) consoante as necessidades
dos protocolos. Para a realizacdo de ensaios de susceptibilidade aos antibioticos pelo
método de Kirby-Bauer, as estirpes foram inoculadas em Mueller-Hinton Agar (MHA).

Foram mantidos stocks das culturas a -80°C em meio liquido (TSB), suplementado
com 10% (v/v) de glicerol (Sigma-Aldrich).

2.2.2 Testes de susceptibilidade a compostos antimicrobianos

2.2.2.1 Método de Kirby-Bauer

A determinacdo dos fendtipos de susceptibilidade aos antibidticos foi realizada
através do método de Kirby-Bauer e a interpretacdo dos resultados foi feita com base
nos valores de breakpoint padronizados pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne, E.U.A.) (17). Para o acido fusidico, foram utilizados os valores
padronizados pelo EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, Véxjo, Suécia) (25). Para estes ensaios foram seleccionados antibi6ticos
representativos de diferentes classes (Tabela 8), para os quais existe informacéo acerca
de resisténcia associada a determinantes plasmidicos. Na selec¢do dos antibioticos foi
também tido em conta aqueles utilizados na realizacdo do antibiograma no laboratério
hospitalar onde foram isoladas as estirpes.

Para a realizacdo do método de Kirby-Bauer preparou-se o indculo, a partir de
culturas puras frescas, ressuspendendo-se colénias isoladas em 10 ml de soro fisioldgico
estéril. A suspensdo foi homogeneizada por agitacdo e ajustada a uma turbidez
equivalente a 0,5 da escala de McFarland (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca). A
suspensdo foi inoculada em placas de MHA com auxilio de zaragatoa, tendo-se deixado
secar durante 5 minutos, apds os quais foram colocados os discos de antibidticos sobre o

in6culo.
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Quinze minutos apos a aplicacdo dos discos, as placas foram invertidas e incubadas
a 37°C. Apos 18 horas de incubacdo foram medidos e registados os halos de inibicéo
dos diferentes antibioticos, com excepcdo da oxacilina e mupirocina, cuja leitura foi
feita apds 24 horas de incubacdo.

De forma a identificar estirpes com fenotipo de resisténcia induzida aos macrolidos,
lincosamidas e estreptograminas do tipo B - MLSg (Macrolides-Lincosamides-type B
Streptogramins), foi realizado o teste de resisténcia induzida a clindamicina (“D-teste”).
Este teste consiste em colocar os discos de eritromicina e clindamicina a uma distancia
de 15 a 26 mm um do outro (17). Quando a resisténcia a clindamicina é induzida ocorre
uma deformacdo do seu halo de inibicdo, adjacente ao disco de eritromicina,
observando-se uma zona com a forma de “D” (17, 28, 52).

Estes ensaios foram realizados em triplicado para cada estirpe e composto.

21



O Papel de Determinantes Plasmidicos na Resisténcia a Compostos Antimicrobianos em Staphylococcus aureus

Tabela 8. Lista de antibidticos utilizados nos ensaios pelo método de Kirby-Bauer e respectivos
valores de halos de inibicdo, padronizados pela CLSI para breakpoint (17), excepto no caso do acido

fusidico, para o qual se consideraram os valores do EUCAST (25).

Breakpoint de halo de inibicao

Antibiético® Classe digg?a ; (i)

Y Resistente  Intermédio  Sensivel
Oxacilina 1 <10 11-12 >13
Ampicilina 10 <28 >29

Amoxicilina-Acido

- ami < — >
Clavulanico @ B-lactamicos 30 <19 >20
Penicilina 10U <28 >29
Cefotaxima 30 <14 15-22 >23
Norfloxacina 10 <12 13-16 >17

Fluoroguinolonas
Ciprofloxacina 5 <15 16 - 20 >21
Gentamicina 10 <12 13-14 >15
Aminoglicosideos
Tobramicina 10 <12 13-14 >15
Eritromicina Macrolido 15 <13 14 -22 >23
Clindamicina Lincosamidas 2 <14 15-20 >21
Quinupristina- . - ~
Dalfopristina © Estreptograminas 15 <15 16-18 >19
Trimetoprim- Inibidor da via
< — >
sulfametoxazol ¥ dos folatos 25 =10 11-15 216
Tetraciclina Tetraciclina 30 <14 15-18 >19
Linezolida Oxazolidinona 30 <20 >21
Cloranfenicol Fenicol 30 <12 13-17 >18
Mupirocina L 200 Presgnga d_e halo: aus?nma
resisténcia de alto nivel

Acido fusidico @ - 10 <24 >24

(1) Oxoid Ltd.; (2) Combinagdo de p-lactamico com inibidor de B-lactamase; (3) Combinagéo de duas
estreptograminas; (4) Combinacéo entre trimetoprim e sulfonamida.
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2.2.2.2 Determinacdo de concentragdes minimas inibitorias de

compostos antimicrobianos

Além do método de Kirby-Bauer, utilizado para a determinacdo do fendtipo de
susceptibilidade aos antibidticos, foi também realizada a determinacdo das
concentragfes minimas inibitorias (CMIs) de outros compostos antimicrobianos,
nomeadamente biocidas e metais pesados.

As CMIs foram determinadas através do método de microdiluicdo em meio liquido
(MHB) em placas de 96 pocos (Carl-Roth, Karlsruhe, Alemanha), segundo as normas
do CLSI (17). A CMI é definida como a menor concentragdo de um composto
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um dado microrganismo.

Prepararam-se culturas em 5 ml de meio MHB, durante a noite, a 37°C e com
agitacdo. Em cada poco da placa adicionaram-se 100 pl de meio MHB. De seguida, foi
adicionado ao primeiro pogo 100 pl do composto a testar em MHB, sendo realizadas
diluices seriadas (diluicbes 1:2) do mesmo. Por fim, foi adicionado ao meio
suplementado com o composto, 100 ul de indculo (cultura crescida durante a noite
diluida 1:1000 em MHB). As placas foram incubadas a 37°C durante 18 horas, ap0s as
quais foi avaliada visualmente a presenca ou auséncia de crescimento em cada
concentracdo testada. Para a determinacdo da CMI do ZnCl,, seguiu-se o protocolo
descrito anteriormente, com a excepg¢do do meio utilizado nas placas, na preparacao do
composto e do indculo, visto ser necessario utilizar meio MHB com um valor de pH
5,5. A determinacdo das CMIs foi realizada em triplicado para cada estirpe e composto.

Os compostos antimicrobianos testados (biocidas e metais pesados) e as gamas de
concentracgdes testadas para cada um estdo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9. Gama de concentracBes de biocidas e metais pesados testadas para a determinacéo de

CMls.
Composto Gama de concentragoes
ZnCl, 0a2mM
Metais Cd(CH3CO00), 0Oad4 mM
pesados AgNO, 0al6mMm
CuSQO, 0a8mM
PT 0a128 pg/ml
BER 0a 1024 pg/mi
EtBr 0a 64 pg/ml
ACR 0 a 512 pg/ml
CET 0a 32 pg/ml
CPC 0a8pg/ml
Biocidas
CTAB 0 a 32 pg/ml
BAC 0al16 ug/ml
TPP 0 a 256 pg/ml
CHX 0a8pg/ml
CHXG 020,01 % (p/v)
DC 0a 32 ug/ml

PT: Pentamidina; BER: Berberina; EtBr: Brometo de etideo; ACR: Laranja de acridina; CET: Cetrimida; CPC:
Cloreto de cetilpiridinio; CTAB: Brometo de hexadeciltrimetilamoénio; BAC: Cloreto de benzalconio; TPP: Brometo
de tetrafenilfosfonio; CHX: Diacetato de Clorexidina; CHXG: Digluconato de clorexidina; DC: Cloreto de
dequalinio.

2.2.3  Andlise por electroforese em gel de agarose

A andlise do DNA plasmidico e dos perfis de restricio foi feita através de
electroforese em gel de agarose a 1% (p/v) em tampao TAE 1X, sujeitas a 80V durante
1 hora e 30 minutos. Utilizou-se o sistema Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories,
Inc.) e fonte de alimentacdo Amersham Pharmacia Biotech EPS 301 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido). Ap6s a migracdo, os geis foram corados numa
solucdo de brometo de etideo (1 pg/ml) durante 15 minutos e descorados em &gua
bidestilada durante 10 minutos. Os resultados foram observados e registados no
aparelho Gel-doc XR (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
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2.2.4 Extraccdo de DNA plasmidico

A extrac¢do do DNA plasmidico comegou por ser realizada utilizando um sistema
comercial (“Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega,
Madison, WI, E.U.A.). No entanto, o rendimento da extrac¢do nédo foi o desejado e por
essa razdo optou-se pelo protocolo de extraccdo “Minilysate”, baseado no método da
lise alcalina (94) e que inclui um passo de lise mecanica, seguido de um passo de lise
enzimatica das celulas bacterianas.

O primeiro passo consistiu na obtencdo de um sedimento bacteriano por
centrifugagéo a 7.000 rpm (Biofuge Pico Heraeus, Buckinghamshire, Inglaterra) de 1,5
ml de cultura crescida durante a noite. De seguida ressuspendeu-se o0 sedimento em
tampdo Pl (“Minilysate Solution I”), suplementado com RNase A (para uma
concentracdo final de 0,1 mg/ml), utilizando-se uma agitacdo vigorosa para facilitar a
ressuspensdo do sedimento celular e inicar a lise das células — lise mecénica. Por se
tratar de S. aureus, foi adicionada lisostafina (para um concentracéo final de 0,3 mg/ml)
e as amostras incubadas a 37°C durante 15 minutos. Apds este periodo, foi adicionado o
tampdo P2 (“Minilysate Solution II” - solucdo de lise) — lise enzimética —
homogeneizando por inversdo, até o lisado ficar mais translicido e viscoso, sendo
depois incubado em gelo durante 5 minutos. De seguida foi adicionado o tampéao P3
(“Minilysate Solution II1”’) e o lisado foi incubado em gelo durante 10 minutos e depois
centrifugado a 13.000 rpm. O sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo
contendo etanol absoluto gelado (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha), de forma
a precipitar o DNA plasmidico presente. Ap6s uma hora de incubagdo a temperatura
ambiente, foi feita nova centrifugacdo a 13.000 rpm. Apés desprezado o sobrenadante,
foi feita uma lavagem do DNA plasmidico, ressuspendendo-se 0 mesmo em etanol a
80% gelado, tendo sido novamente centrifugado a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e secou-se 0 DNA plasmidico obtido durante 15 minutos a 37°C.
Finalmente, o DNA plasmidico foi ressuspendido em H,O Mili-Q e conservado a -20°C
até ser utilizado.

O DNA plasmidico obtido foi analisado por electroforese em gel de agarose,

conforme descrito no ponto 2.2.3.
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2.2.5 Digestdo de DNA plasmidico com enzimas de restricao

De modo a obter um padrdo de restricdo dos plasmideos presentes nas diferentes
estirpes, cada amostra de DNA plasmidico extraido foi sujeita a ac¢do da enzima de
restricdo Accl (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, E.U.A.) (96) através da
incubagdo de 20 pl de DNA plasmidico com 10 U de Accl a 37°C, durante 1 hora e 30
minutos.

Além da digestdo com Accl, os plasmideos foram também sujeitos a digestdo com
EcoRI de forma a confirmar o agrupamento obtido com a restricdo com Accl. Para tal,
digeriram-se 20 ul de cada amostra de DNA plasmidico com 15 U de EcoRlI
(Fermentas) a 37°C durante 1 hora e 30 minutos.

Os produtos obtidos ap6s cada restricdo foram analisados em gel de agarose, em
conjunto com o plasmideo ndo digerido correspondente, da forma descrita no ponto
2.2.3.

Além da digestao realizada experimentalmente, foi também realizada a digestéo in
silico com estas duas enzimas. Para tal, foi utilizada a ferramente online NEBcutter
V2.0, através da qual é possivel obter uma série de informacGes acerca de uma
sequéncia nucleotidica, nomeadamente mapas de enzimas de restricdo, digestdes in
silico e ligacdo a base de dados das enzimas de restricdo (109). Por intermédio desta
ferramenta, foi possivel obter as figuras correspondentes aos possiveis geéis de
electroforese apds a restricdo de determinadas sequéncias nucleotidicas. Assim,
seleccionaram-se as mesmas condicBes utilizadas para aqueles obtidos durante este
trabalho, nomeadamente gel de agarose a 1% e marcador 1 kb, para que fosse possivel a

comparacéo dos perfis de restricdo obtidos.

2.2.6  Processos de cura dos plasmideos

O processo de cura dos plasmideos foi realizado através de passagens sucessivas
das estirpes SM1, SM4, SM11 e SM26 em meio liquido (TSB), na presenca de
concentracdes crescentes de clorpromazina (CPZ) (Sigma-Aldrich) (20). Os valores das
concentracdes foram escolhidos com base no valor de CMI de CPZ para as quatro
estirpes, correspondendo a valores sub-inibitorios deste composto, neste caso inferiores
a metade da CMI (2 a 22 mg/L) (19).
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2.2.6.1 Crescimento na presenca de clorpromazina

A partir das culturas mantidas em stock, inoculou-se uma placa de TSA com cada
uma das estirpes SM1, SM4, SM11 e SM26 de forma a obter coldnias puras e frescas
para se iniciar o processo de cura dos plasmideos. Apos 16-18 horas de incubacéo,
inocularam-se 2 col6nias de cada estirpe em 5 ml de TSB a 37° C, com agitacé&o,
durante 16-18 horas, sendo esta a passagem #0. De cada uma das culturas obtidas apos
crescimento durante a noite, transferiram-se 50 ul (1% v/v) para um novo tubo com 5
ml de TSB suplementado com 2 mg/L de CPZ (passagem #1); posteriormente foram
feitas passagens diarias para TSB suplementado com CPZ, com aumentos sucessivos de
2 mg/L, até a uma concentracdo final de 22 mg/L de CPZ (passagem #11). Todas as
culturas foram incubadas a 37° C, com agitacdo e durante 16-18 horas (Figura 2).

Terminado o protocolo da cura de plasmideos e de forma a verificar se este tinha
sido bem-sucedido, foram realizadas diluicbes seriadas em PBS da cultura
correspondente & Ultima passagem (passagem #11). As diluicdes 107 a 102 foram
plagueadas em TSA, em triplicado e incubadas a 37°C durante a noite. Apé6s a
incubacdo, foram selecionadas colonias isoladas e procedeu-se a extraccdo do DNA
plasmidico, conforme o ponto 2.2.4, de maneira a verificar a sua auséncia e assim
confirmar se a cura teria sido bem sucedida. A escolha das coldnias foi aleatoria, visto
ndo se conhecer a partida nenhum marcador, associado ao plasmideo em causa, capaz
de distinguir as coldnias curadas das ndo curadas.

As estirpes potencialmente curadas (auséncia de plasmideo) foram testadas para
sensibilidade aos antibioticos, biocidas e metais pesados através do método de Kirby-
Bauer e determinagéo de CMIs como descrito nos pontos 2.2.2.1 e 2.2.2.2.

2.2.6.2 Crescimento na presenca de concentracfes crescentes de

clorpromazina

Para além da abordagem anterior, foram também testadas outras duas em paralelo
com objectivo de curar o plasmideo pSM1, ja que tal ndo foi alcancado com o primeiro
protocolo de cura (Figura 2).

Uma dessas abordagens consistiu na realizacdo de passagens sucessivas da estirpe
SM1 em TSB suplementado com CPZ ultrapassando metade do valor da CMI. Assim,
foram realizadas passagens diarias da estirpe SM1 em TSB suplementado com CPZ,
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com incrementos sucessivos de 2 mg/L até a passagem #15, correspondente a uma
concentracdo de 30 mg/L de CPZ. De seguida procedeu-se da mesma forma descrita no
ponto anterior para obter colonias isoladas e consequente extraccdo de DNA
plasmidico, para avaliar o processo da cura.

A segunda abordagem consistiu em submeter as culturas a passagens sucessivas
com a mesma concentracdo de CPZ, nomeadamente de 22 mg/L. Deste modo, seguiu-se
0 protocolo descrito no ponto 2.2.6.1. e a partir da Gltima passagem (passagem #11) a
cultura foi transferida para meio fresco, tendo-se adicionado a mesma concentracdo de
CPZ (22 mg/L). Ao todo, foram realizadas quatro passagens adicionais da cultura com
esta concentracdo de CPZ (passagens denominadas de #11.1, #11.2, #11.3 e #11.4).
Posteriormente, procedeu-se como ja descrito para obtencdo de coldnias isoladas e a
extraccdo de DNA plasmidico a fim de avaliar o processo da cura.

As estirpes potencialmente curadas foram testadas para a sensibilidade aos
antibidticos, biocidas e metais pesados atraves do método de Kirby-Bauer e

determinacdo de CMIs como descrito nos pontos 2.2.2.1 e 2.2.2.2.

— () =
Passagem #11.1 Passagem #11.4
* & K 5ml TSB 5ml TSB
S ‘\e\-ﬁ \h'\;a(;& e s + +
— =" ) ¥ 1% Passagem #11 1% Passagem #11.3
+ +
22 mg/L CPZ 22 mg/L CPZ
Passagem #0 Passagem #1 Passagem #2 Passagem #11
5ml TSB 5ml TSB 5ml TSB 5ml TSB &
+ + + + w
2 Colénias 1% Passagem #0 1% Passagem #2 1% Passagem #10 > ) |‘:>
+ + +
2 mg/L CPZ 4 mg/L CPZ 22 mg/L CPZ
Passagem #12 Passagem #15
5ml TSB 5ml TSB

¥
1% Passagem #11
+

+
1% Passagem #14
+

24 mg/L CPz 30 mg/L CPZ

Figura 2. Diferentes abordagens para cura do plasmideo pSM1.

2.2.7 Tipificagdo genética das estirpes curadas

De maneira a garantir que ndo ocorreu contaminacgao durante 0s processos de cura,

as estirpes potencialmente curadas de plasmideos e as estirpes originais correspondentes
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foram sujeitas a tipificacdo genética através da analise dos perfis de macro-restrigdo
com Smal (New England Biolabs Inc.) por PFGE (16).

A partir de placas de isolamento de cada estirpe (inicial e curada), inoculou-se uma
colénia em 5 ml de TSB, incubando-se a 37°C com agitacdo, durante 16 a 18 horas.
Apos esse periodo recolheram-se as células por centrifugagdo, a 13.000 rpm durante 5
minutos e ressuspendeu-se 0 sedimento em tampéo P1V. Depois de nova centrifugagéo e
ressuspensdo em PIV, ajustou-se a concentracdo celular a uma densidade oOptica a 620
nm (DOs20mm) @ 0,5 da suspensao em tampéo PIV e equilibrou-se a 42°C. De seguida,
misturou-se a suspensdo celular com igual volume de agarose tipo VII “low gelling
temperature” (Sigma-Aldrich) 1,5% (p/v), em tampédo PIV, pré-aquecida a 42°C. Desta
suspensdo foram preparados discos, de 20 ul cada. Estes foram depois colocados a -
20°C durante 5 minutos e depois 10 minutos a temperatura ambiente. De seguida, 0s
discos foram colocados em solucdo de lise EC e incubados a 37°C durante 5 horas.
Seguiu-se o tratamento com solucdo ESP a 50°C durante a noite. No dia seguinte,
decantou-se a solucdo ESP e procedeu-se as lavagens dos discos com tampédo TE 1X
(cinco lavagens de 30 minutos cada), de forma a remover a proteinase K e todos os
restos celulares. Os discos de DNA obtidos foram mantidos em 1 ml de tamp&o TE 1X a
4°C até serem utilizados (16).

Para a analise dos perfis de macro-restri¢do, foi escolhido um disco de DNA de
cada estirpe para realizar a digestdo do mesmo com a enzima de restricdo Smal (New
England Biolabs Inc.) (20U/disco), durante a noite a 25-28°C. Apo6s a digestdo,
colocaram-se os discos num gel de agarose SeaKem LE (Lonza, Rockland, Reino
Unido) a 1% (p/v) e o perfil de macro-restricdo foi obtido por corrida de PFGE, durante
23 horas com pulsos iniciais de 5 segundos e pulsos finais de 35 segundos, a 200 V,
num aparelhno CHEF-DRIII (Bio-Rad Laboratories, Inc.) (16).

Apo0s a corrida, o gel foi corado numa solugdo de EtBr (0,5 pg/ml) durante meia
hora, descorado em agua destilada durante 45 min e fotografado num aparelho Gel-doc
XR (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, E.U.A)).
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2.2.8 Deteccdo da presenca de genes associados as resisténcias aos

compostos antimicrobianos identificadas

A presenca ou auséncia dos genes blaz, cadA, cadD, ermB e ermC foi analisada
através da amplificacdo de fragmentos internos destes genes por reaccdes de PCR. Os
primers utilizados encontram-se descritos na Tabela 3. As reac¢es de PCR foram
realizadas num termociclador UNO II (Biometra®, Goettingen, Alemanha).

Para a reaccdo de amplificacdo dos fragmentos de ermB, ermC e cadD foi
preparada uma mistura de reaccdo de 47,5 pl composta por 1X tampdao Taqg (Fermentas),
2 U de Taqg Polimerase (Fermentas), 20 pmol de cada primer, 200 uM de cada dANTP
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) e 1,75 mM de MgCl, (Fermentas). Na
amplificacdo do fragmento de blaZ preparou-se uma mistura de reac¢do semelhante, no
entanto a concentracdo de MgCl, foi de 2,5 mM e 40 uM de cada dNTP. A mistura de
reac¢do foram adicionados 2,5 pl de DNA plasmidico.

A amplificagdo do fragmento do gene blaZ foi realizada nas seguintes condigdes:
desnaturacdo a 94°C durante 4 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C
durante 30 segundos, amplificacdo a 55°C durante 30 segundos e extensdo 72°C por 1
minuto e um passo de extensdo final a 72°C durante 10 minutos (74).

Para a amplificacdo do fragmento do gene cadA foi preparada uma mistura de
reaccdo em tudo semelhante a realizada para a amplificacdo de ermB, ermC e cadD,
com a excepcdo da concentracdo dos primers, que neste caso foi de 25 pmol de cada.
Para a amplificacdo, o programa utilizado consistiu num passo de 4 minutos de
desnaturacdo a 94°C, seguido da sua amplificacdo durante 30 ciclos de desnaturacédo a
94°C durante 1 minuto, emparelhamento a 52°C durante um minuto e extenséo a 72°C
durante 1 minuto, seguido de extensao final durante 10 minutos a 72°C.

O programa de amplificacdo do fragmento de cadD foi muito semelhante ao
utilizado para a amplificacdo de cadA, sendo composto por 3 minutos de desnaturacao
do DNA a 95°C, seguido da sua amplificacdo durante 30 ciclos de desnaturagédo a 95°C
durante 1 minuto, emparelhamento a 48°C durante um minuto e extenséo a 72°C durante
1 minuto, e a extens&o final durante 5 minutos a 72°C.

Finalmente, para a amplificagdo dos fragmentos dos genes ermB e ermC, o
programa utilizado consistiu em 3 minutos de desnaturacdo do DNA a 94°C, seguindo-

se a amplificacdo durante 30 ciclos de desnaturagdo, a 94°C durante 30 segundos,
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emparelhamento, durante 30 segundos a 55°C para ermB e 48°C para ermC, e extensédo
a 72°C durante 30 segundos, e um passo de extensdo final a 72°C durante 5 minutos.
Para todas as reaccOes foi preparado um controlo negativo, em que o volume de
DNA foi substituido por agua bidestilada estéril.
Os produtos de amplificagcdo foram analisados por electroforese em gel de agarose
conforme descrito no ponto 2.2.3.

2.2.9 Deteccdo da actividade de p-lactamases

De forma a testar a presenca de B-lactamases nas estirpes originais e nas curadas,
foi utilizado o teste da nitrocefina “BD BBL"" DrySIideTM Nitrocefin” (Beckton, Dickson
and Company, Sparks, NV, E.U.A.). Este é um teste qualitativo que detecta a producéo
de B-lactamases pelas bactérias, por intermédio da nitrocefina, uma cefalosporina
cromogeénica. A reac¢do baseia-se na producdo de um composto corado quando a
nitrocefina (substrato) ¢ exposta a bactéria produtora da -lactamase. Esta, se presente,
provoca a hidrolise do anel B-lactdmico da nitrocefina, o que origina a mudanca de cor
de amarelo para rosa.

O teste foi realizado conforme as recomendacgdes do fabricante. Resumidamente,
hidratou-se com uma gota de agua destilada estéril as areas do cartio BBL DrySlide " a
utilizar. De seguida, foi recolhida com uma ansa uma col6nia isolada de cada estirpe a
testar e fez-se um esfregaco numa das zonas de reaccdo do cartdo. Finalmente,
aguardou-se entre 5 minutos a uma hora, de forma a verificar a mudanca ou ndo de cor
na zona onde foi feito o esfregaco. Como controlo negativo do teste foi utilizada a
estirpe de referéncia S. aureus ATCC 25923 e como controlo positivo a estirpe SM39,
anteriormente caracterizada e que se sabe possuir -lactamase (76).

No caso de um resultado negativo, repetiu-se o procedimento para as estirpes
induzidas com um antibidtico da classe dos B-lactamicos, neste caso a penicilina. Para
isso, retiraram-se colonias perifericas a zona do halo de inibicdo de um disco de
penicilina (10 U) de uma placa MHA, preparada de acordo com as recomendag0es para
0 teste de susceptibilidade por Kirby-Bauer e repetiu-se o teste da nitrocefina, conforme

descrito acima.
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3 Resultados

3.1 Fendtipo de resisténcia aos antibioticos

A caracterizacdo fenotipica da resisténcia aos antibidticos foi realizada para a
estirpe ATCC25923, que serviu de controlo, e para as 52 estirpes da coleccao através do
método de Kirby-Bauer. A seleccdo dos antibidticos baseou-se no antibiograma
habitualmente realizado para esta bactéria e o facto de poder existir uma associacao
entre a resisténcia a estes compostos e determinantes plasmidicos. Os valores dos halos
de inibicdo obtidos para a estirpe de referéncia e as estirpes clinicas encontram-se

descritos nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Valores de halos de inibicdo (em mm) da estirpe de referéncia ATCC25923 para
diferentes antibioticos.

ATCC25923
Antibiético Halo Fendtipo
OXA 20 S
AMP 30 S
AMC 24 S
PEN 34 S
CTX 25 S
NOR 28 S
CIP 30 S
GEN 28 S
TOB 25 S
ERY 30 S
CLI 23 S
QDT 30 S
SXT 34 S
TET 30 S
LzZD 32 S
CHL 28 S
MUP 35 AHLR
FUS 30 S

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) e EUCAST (apenas para o acido fusidico) (25) para breakpoint. OXA:
oxacilina; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulanico; PEN: penicilina; CTX: cefotaxima; NOR:
norfloxacina; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina;
QDT: Quinopristina/Dalfopristina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TET: tetraciclina; LZD: linezolida; CHL:
cloranfenicol; MUP: mupirocina; FUS: &cido fusidico. S: sensivel; I: intermédio; R: resistente; AHLR: auséncia de
resisténcia de alto nivel.
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Tabela 11. Valores de halos de inibicdo (mm) das estirpes estudadas para diferentes antibiéticos™.

Antibidticos
Estirpes OXA AMP AMC PEN CTX NOR CIP GEN | TOB
Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenotipo | Halo | Fenotipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendétipo | Halo | Fenotipo
SM1 6 R 11 R 11 R 10 R 6 R 6 R 6 R 24 S 6 R
SM2 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
SM3 6 R 9 R 6 R 11 R 6 R 6 R 6 R 30 S 28 S
SM4 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 8 R 22 S 24 S
SM5 6 R 6 R 16 R 6 R 6 R 6 R 6 R 25 S 25 S
SM6 6 R 9 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 25 S 24 S
SM7 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 26 S 21 S
SM8 6 R 13 R 6 R 15 R 10 R 6 R 6 R 24 S 25 S
SM9 6 R 9 R 6 R 6 R 10 R 9 R 6 R 23 S 23 S
SM10 6 R 6 R 20 S 6 R 6 R 6 R 6 R 22 S 6 R
SM11 6 R 6 R 6 R 8 R 6 R 6 R 6 R 22 S 25 S
SM12 6 R 6 R 19 R 6 R 6 R 6 R 6 R 26 S 27 S
SM13 6 R 6 R 20 S 6 R 6 R 6 R 6 R 24 S 26 S
SM14 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 25 S 6 R
SM15 22 S 29 S 25 S 40 S 34 S 15 | 20 | 8 R 12 R
SM16 21 S 6 R 21 S 14 R 6 R 6 R 6 R 21 S 24 S
SM17 6 R 6 R 18 R 6 R 6 R 6 R 6 R 24 S 6 R
SM18 6 R 6 R 10 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
SM19 6 R 10 R 6 R 13 R 18 | 6 R 6 R 26 S 21 S
SM20 6 R 11 R 23 S 16 R 18 I 6 R 6 R 26 S 26 S
SM21 6 R 10 R 18 R 13 R 13 R 6 R 6 R 26 S 25 S
SM22 6 R 6 R 6 R 10 R 6 R 6 R 6 R 24 S 6 R
SM23 6 R 9 R 20 R 14 R 13 R 6 R 6 R 24 S 26 S
SM24 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 26 S 26 S
SM25 6 R 6 R 19 R 10 R 12 R 6 R 6 R 21 S 6 R
SM26 6 R 6 R 6 R 14 R 6 R 6 R 6 R 22 S 26 S
SM27 6 R 6 R 16 R 9 R 9 R 6 R 6 R 21 S 6 R

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) para breakpoint. OXA: oxacilina; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-&cido clavulanico; PEN: penicilina; CTX: cefotaxima; NOR:

norfloxacina; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina. S: sensivel; |: intermédio; R: resistente.
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Tabela 11. (continuag&o)™!

Antibidticos
Estirpes OXA AMP AMC PEN CTX NOR CIP GEN TOB
Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenotipo | Halo | Fenotipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fen6tipo
SM28 6 R 9 R 20 S 13 R 13 R 6 R 6 R 22 S 22 S
SM29 6 R 6 R 14 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
SM30 6 R 6 R 17 R 9 R 13 R 6 R 6 R 22 S 23 S
SM31 6 R 6 R 6 R 10 R 8 R 6 R 6 R 24 S 6 R
SM32 20 S 30 S 28 S 44 S 26 S 12 R 18 I 19 S 28 S
SM33 6 R 6 R 11 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
SM34 18 S 16 R 30 S 21 R 33 S 6 R 6 R 6 R 6 R
SM35 6 R 6 R 18 R 8 R 6 R 6 R 6 R 25 S 25 S
SM36 6 R 6 R 18 R 8 R 6 R 6 R 6 R 24 S 27 S
SM37 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
SM38 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 28 S 25 S
SM39 11 I 6 R 22 S 6 R 18 I 28 S 30 S 28 S 6 R
SM40 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 22 S 22 S
SM41 6 R 6 R 6 R 10 R 6 R 6 R 6 R 21 S 24 S
SM42 6 R 6 R 6 R 9 R 6 R 6 R 6 R 24 S 25 S
SM43 6 R 6 R 18 R 10 R 14 R 6 R 6 R 25 S 6 R
SM44 6 R 6 R 6 R 13 R 10 R 6 R 6 R 24 S 6 R
SM45 6 R 10 R 6 R 15 R 11 R 6 R 6 R 26 S 23 S
SM46 6 R 6 R 17 R 10 R 12 R 6 R 6 R 24 S 6 R
SM47 6 R 6 R 18 R 11 R 12 R 6 R 6 R 25 S 6 R
SM48 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 25 S 6 R
SM49 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 24 S 28 S
SM50 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
SM51 6 R 6 R 14 R 8 R 6 R 6 R 6 R 25 S 28 S
SM53 6 R 6 R 14 R 9 R 6 R 6 R 6 R 25 S 25 S

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) para breakpoint. OXA: oxacilina; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulanico; PEN: penicilina; CTX: cefotaxima; NOR:
norfloxacina; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina. S: sensivel; I: intermédio; R: resistente.
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Tabela 11. (continuag&o)™!

Antibioticos
Estirpes ERY CLI QDT SXT TET LZD CHL MUP FUS
Halo | Fenétipo | Halo | Feno6tipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo
SM1 6 R 6 R 29 S 38 S 34 S 34 S 27 S 43 | AHLR | 32 S
SM2 6 R 6 R 29 S 6 R 11 R 36 S 26 S 40 | AHLR | 36 S
SM3 6 R 32(D)] RW 30 S 40 S 35 S 38 S 20 S 40 | AHLR | 35 S
SM4 6 R 30D)] RW 25 S 32 S 28 S 33 S 26 S 31 | AHLR | 32 S
SM5 6 R 32(D)] RW 26 S 32 S 30 S 35 S 21 S 36 | AHLR | 28 S
SM6 6 R 32(D)] RW 27 S 30 S 32 S 32 S 25 S 38 | AHLR | 30 S
SM7 6 R 36(D)| RW 24 S 31 S 28 S 30 S 24 S 32 | AHLR | 30 S
SM8 6 R 6 R 24 S 32 S 30 S 33 S 28 S 40 | AHLR | 34 S
SM9 9 R 34 S 28 S 22 S 25 S 27 S 19 S 33 | AHLR | 38 S
SM10 6 R 32(D)| RW 26 S 32 S 30 S 33 S 25 S 40 | AHLR | 32 S
SM11 | 30 S 33 S 28 S 40 S 26 S 30 S 24 S 37 | AHLR | 30 S
SM12 6 R 34(D)| RW 26 S 31 S 32 S 37 S 26 S 37 | AHLR | 34 S
SM13 | 30 S 28 S 36 S 30 S 29 S 30 S 28 S 38 | AHLR | 32 S
SM14 6 R 6 R 19 S 35 S 28 S 31 S 29 S 35 | AHLR | 26 S
SM15 6 R 6 R 27 S 30 S 24 S 33 S 24 S 39 | AHLR | 34 S
SM16 | 30 S 31 S 28 S 33 S 28 S 30 S 25 S 39 | AHLR | 32 S
SM17 | 10 R 32(D)| RW 27 S 34 S 32 S 32 S 26 S 40 | AHLR | 34 S
SM18 6 R 6 R 29 S 6 R 10 R 36 S 28 S 41 | AHLR | 36 S
SM19 6 R 40(D)| RWY 30 S 36 S 35 S 32 S 26 S 40 | AHLR | 38 S
SM20 6 R 34D)| RW 26 S 30 S 31 S 34 S 26 S 40 | AHLR | 34 S
SM21 6 R 32(D)| RW 27 S 32 S 32 S 34 S 26 S 40 | AHLR | 36 S
SM22 6 R 6 R 26 S 36 S 28 S 32 S 25 S 38 | AHLR | 31 S
SM23 | 30 S 34 S 29 S 36 S 32 S 36 S 29 S 42 | AHLR | 32 S
SM24 6 R 36(D)] RYW 28 S 32 S 30 S 34 S 27 S 36 | AHLR | 36 S
SM25 6 R 38(D)| RW 25 S 30 S 28 S 32 S 25 S 37 | AHLR | 30 S
SM26 6 R 40(D)| RWY 30 S 32 S 30 S 30 S 25 S 40 | AHLR | 32 S

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) e EUCAST (apenas para o acido fusidico) (25) para breakpoint. ERY:: eritromicina; CLI: clindamicina; QDT: Quinopristina/Dalfopristina;
SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TET: tetraciclina; LZD: linezolida; CHL: cloranfenicol; MUP: mupirocina; FUS: acido fusidico. S: sensivel; I: intermédio; R: resistente; AHLR:
auséncia de resisténcia de alto nivel. (D): Halo em forma de D; (1): resisténcia induzida.
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Tabela 11. (continuagéo)!

Antibibticos
Estirpes ERY CLI QDT SXT TET LZD CHL MUP FUS
Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fen6tipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fen6tipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fen6tipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo
SM27 6 R 6 R 25 S 32 S 28 S 31 S 24 S 37 | AHLR | 28 S
SM28 6 R 34D)| RW 25 S 30 S 28 S 30 S 25 S 33 | AHLR | 31 S
SM29 6 R 6 R 26 S 6 R 10 R 36 S 26 S 38 | AHLR | 36 S
SM30 6 R 36(D)] RYW 25 S 32 S 26 S 30 S 26 S 32 | AHLR | 30 S
SM31 6 R 6 R 28 S 32 S 30 S 33 S 26 S 48 | AHLR | 32 S
SM32 | 26 S 35 S 32 S 29 S 34 S 28 S 24 S 42 | AHLR | 25 S
SM33 6 R 6 R 30 S 6 R 13 R 40 S 30 S 41 | AHLR | 13 R
SM34 | 12 R 15(D)| R® 30 S 6 R 16 | 36 S 31 S 40 | AHLR | 30 S
SM35 6 R 32(D)] RW 28 S 34 S 32 S 34 S 28 S 40 | AHLR | 34 S
SM36 6 R 34D)| RY 28 S 34 S 30 S 34 S 27 S 37 | AHLR | 36 S
SM37 6 R 6 R 30 S 6 R 13 R 32 S 26 S 44 | AHLR | 34 S
SM38 6 R 34D)| RW 27 S 40 S 32 S 36 S 28 S 35 | AHLR | 38 S
SM39 6 R 6 R 27 S 34 S 29 S 34 S 26 S 40 | AHLR | 36 S
SM40 6 R 38(D)| RW 30 S 38 S 34 S 36 S 28 S 33 | AHLR | 36 S
SM41 6 R 36(D)] RYW 28 S 28 S 30 S 30 S 24 S 38 | AHLR | 30 S
SM42 6 R 36(D)] RYW 28 S 36 S 30 S 32 S 30 S 33 | AHLR | 34 S
SM43 6 R 40(D)| RW 28 S 36 S 32 S 34 S 26 S 42 | AHLR | 32 S
SM44 | 28 S 30 S 29 S 34 S 30 S 34 S 28 S 40 | AHLR | 30 S
SM45 6 R 34 S 29 S 38 S 30 S 36 S 28 S 36 | AHLR | 15 R
SM46 6 R 30D)| RW 30 S 34 S 34 S 30 S 28 S 40 | AHLR | 30 S
SM47 6 R 6 R 29 S 36 S 34 S 36 S 28 S 40 | AHLR | 32 S
SM48 6 R 6 R 26 S 36 S 30 S 32 S 28 S 38 | AHLR | 28 S
SM49 6 R 44(D)| RW 30 S 39 S 28 S 38 S 26 S 39 | AHLR | 30 S
SM50 6 R 6 R 26 S 6 R 15 | 38 S 28 S 35 | AHLR | 34 S
SM51 | 10 R 30D)| RW 30 S 35 S 33 S 34 S 28 S 37 | AHLR | 35 S
SM53 6 R 30D)| RW 30 S 38 S 32 S 34 S 26 S 40 | AHLR | 33 S

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) e EUCAST (apenas para o &cido fusidico) (25) para breakpoint. ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; QDT: Quinopristina/Dalfopristina;
SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TET: tetraciclina; LZD: linezolida; CHL: cloranfenicol; MUP: mupirocina; FUS: acido fusidico. S: sensivel; I: intermédio; R: resistente; AHLR:
auséncia de resisténcia de alto nivel. (D): Halo em forma de D; (1): resisténcia induzida.
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Os valores obtidos para a estirpe de referéncia estdo de acordo com os descritos
pelo CLSI e EUCAST (para o &cido fusidico) para esta estirpe (17, 25).

Quanto as estirpes clinicas, observaram-se diferentes perfis de susceptibilidade ao
conjunto de antibidticos testados (Tabela 11).

Relativamente aos B-lactamicos, existem apenas trés estirpes MSSA (SM15, SM32
e SM39), uma vez que nao apresentam resisténcia a todos os antibidticos testados desta
classe. A estirpe SM16 apesar de ser sensivel & oxacilina e a amoxicilina-acido
clavulanico apresenta 0 gene mecA sendo por isso uma estirpe MRSA (S. S. Costa,
comunicacéo pessoal).

Verificou-se que a grande maioria das estirpes mostrou ser resistente a
ciprofloxacina e norfloxacina, como esperado tendo sido este o critério para a seleccéo
destas estirpes. No entanto, verificou-se uma discrepancia face ao resultado do
antibiograma realizado pelo laboratorio hospitalar, visto que a estirpe SM39 é sensivel a
accao das fluoroguinolonas testadas.

Quanto aos aminoglicosideos testados, cerca de metade das estirpes eram
resistentes a tobramicina mas somente oito apresentam resisténcia a gentamicina.

No que diz respeito ao macrélido eritromicina, a maioria das estirpes aparenta ser
resistente a este antibidtico e somente as estirpes SM11, SM13, SM16, SM23, SM32 e
SM44 s3o susceptiveis a sua acgdo. Nas estirpes resistentes foi aplicado o “D-teste” para
identificar o tipo de fendtipo de resisténcia MLSg, se constitutivo ou induzido. A
aplicacdo deste teste, permitiu concluir que em 27 estirpes a resisténcia a clindamicina é
induzida pela eritromicina (“D-teste” positivo), em dezasseis estirpes a resisténcia €
constitutiva (“D-teste” negativo) e nove estirpes sdo sensiveis a clindamicina e por isso
ndo apresentam o fen6tipo MLSg.

No caso da tetraciclina e do trimetoprim-sulfametoxazol, apenas sete das estirpes
em estudo apresentam resisténcia a estes antibidticos. Verifica-se ainda que o conjunto
de estirpes resistentes ao primeiro antibiético coincide com aquele resistente ao
segundo.

Relativamente a mupirocina, pretendeu-se identificar se alguma das estirpes
apresentava um alto nivel de resisténcia a este agente, isto porque a presenca do
determinante associado a este fenotipo foi descrita em plasmideos de S. aureus (15, 95).
Segundo os critérios do CLSI, considera-se que uma estirpe apresenta um alto nivel de
resisténcia & mupirocina quando ndo se observa halo de inibigdo em redor do disco. A

presenca de qualquer halo de inibi¢do, independentemente do seu diametro, corresponde
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a auséncia deste fendtipo (17). Tendo em conta que se observou um halo de inibigédo
superior a 30 mm para todas as estirpes, nenhuma foi classificada com este fen6tipo de
resisténcia.

Ja para o &cido fusidico, cujo fenotipo foi avaliado segundo as normas da EUCAST
(25), apenas se detectou resisténcia para duas estirpes (SM33 e SM45).

Nenhuma das estirpes estudadas é resistente a ac¢éo da linezolida, do cloranfenicol
ou da quinipristina/daflopristina.

3.2 Rastreio da presenca de plasmideos na coleccéo de estirpes clinicas em estudo

Para a analise da presenca de determinantes plasmidicos associados a resisténcia a
antibiodticos na coleccgdo das 52 estirpes de S. aureus em estudo, foi necessario proceder-
se a deteccdo de DNA plasmidico. Assim, foi possivel identificar a presenca de
plasmideos em 43 das 52 estirpes estudadas (82,7 %).

Das 43 estirpes para as quais se observou a presenca de plasmideo, a maioria (25
estirpes) tem um sé plasmideo enquanto as restantes 18 tém dois. Das 25 estirpes em
que se identificou apenas um plasmideo, 16 tém um plasmideo de grandes dimens@es (>
23 kb) e nove tém um plasmideo pequeno (< 6 kb). Relativamente as 18 estirpes com
dois plasmideos, 16 tém um plasmideo de grandes dimensdes e um de pequenas
dimens@es, uma estirpe tem dois plasmideos de grandes dimensdes enquanto outra tem
dois plasmideos de pequenas dimensdes (Figura 3). Deste modo, no total, identificaram-

se 61 plasmideos nas 43 estirpes.
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Figura 3. Diagrama da distribuicdo dos plasmideos identificados na coleccdo de estirpes de S.

aureus (n=52).

Na Figura 4 apresentam-se exemplos de alguns dos plasmideos extraidos.

2 3 4 5 6 7 8
Py (=t — e e
v g &« 4 al

DNA plasmidico

23130 pb > 23kb

9416 pb
6557 pb

4361 pb

2322 pb

2027 pb DNA plasmidico

< 6kb

564 pb

Figura 4. Electroforese em gel de agarose a 1% de alguns dos plasmideos extraidos com o protocolo
“Minilysate”. M: Marcador DNA AHindlll; DNA plasmidico obtido das estirpes: 1: SM21; 2: SM23;
3: SM33; 4: SM34; 5: SM35; 6: SM36; 7: SM41; 8: SM42; 9: SM43; 10: SM45; 11: SM46; 12: SM4T;
13: SM51; 14: SM53.
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3.3 Classificacdo dos plasmideos de acordo com perfis de restricdo — Digestdo

com enzima de restrigdo Accl

Dado terem sido identificados plasmideos em 43 estirpes, estas foram estudadas
com o objectivo de determinar o nimero de plasmideos presentes em cada estirpes, 0
seu tamanho e perfil de restrigéo.

Para isso, os plasmideos isolados foram sujeitos a digestdo com a enzima Accl,
tendo sido atribuido a cada plasmideo (ou conjunto de plasmideos, no caso das estirpes
com mais do que um plasmideo) um perfil de restricdo, de acordo com o padrdo de
bandas obtido. A escolha desta enzima teve como base o protocolo utilizado por Shearer
et al. (2011) (96), que teve em conta o facto de uma enzima de corte pouco frequente,
ndo originando um nimero muito elevado de fragmentos.

Seguindo esta metodologia, foi possivel agrupar os diferentes plasmideos em onze
perfis de restricdo, que se encontram descritos na Tabela 12.

Em primeiro lugar foram digeridos os plasmideos de grandes dimensdes, isto é,
aqueles que apresentavam uma banda superior a 23 kb, tendo sido identificados trés
perfis de restricdo: P1l, P2 e P5. O tamanho destes plasmideos varia entre,
aproximadamente, 19,4 e 28,2 kb. Seguiu-se a digestdo dos plasmideos pequenos
(plasmideos que apresentavam uma banda < 6 kb), tendo sido agrupados em apenas dois
perfis, P7 e P10, com tamanhos semelhantes — 2,1 e 2,6 kb respectivamente.
Aparentemente estes plasmideos linearizaram ap6s a digestdo. O tamanho dos
plasmideos foi calculado através da soma dos tamanhos dos fragmentos obtidos da
digestdo, com base no marcador de pesos moleculares 1 kb DNA Ladder GeneRuler™.
Finalmente, foi feita a digestdo do DNA plasmidico das estirpes com mais do que um
plasmideo, tendo sido identificados seis perfis diferentes (P3, P4, P6, P8, P9 e P11).
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Tabela 12. Perfis de restricao obtidos com a enzima Accl e niUmero de estirpes correspondentes.

Perfil de NUmero de Tamanho NUamero

Restricao plasmideos (kb)® de estirpes Estirpes
SM1, SM10, SM14, SM16, SM17
P1 1 19,4 12 SM22, SM27, SM31, SM43
SM46, SM47, SM48
P2 1 24,2 2 SM11, SM13
SM8, SM19, SM20, SM21
_(b) ] ’ ] 1
P3 2 6 SM41, SM45
P4 2 o) 2 SM25, SM23©
P5 1 28,2 1 SM39
P6 2 - 1 SM3
SM4, SM5, SM6, SM9, SM35,
P ! 2.1 8 SM38, SM42, SM53
b8 ) I g SM7, SM12, SM24, SM30,
SM36, SM40, SM49, SM51
P9 2 -® 1 SM15
P10 1 2,6 1 SM26
P11 2 - 1 SM28

(a) Ver em conjunto com a Tabela 13; (b) Tamanho ndo determinado dada a presenga de mais do que um plasmideo;
(c) Posteriormente agrupado no perfil P1, de acordo com a restricdo com EcoRlI.

Na Figura 5 séo apresentados exemplos de todos os perfis de restricdo obtidos ap6s

a digestdo com a enzima Accl, em conjunto com o plasmideo respectivo.
M ND Pl M ND P2

M _ND P3

2500pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb
750 pb

500 pb

250pb

Figura 5. Perfis de restricdo de DNA plasmidico com Accl. Os perfis foram analisados por
electroforese em gel de agarose a 1%. (a) Perfil P1; (b) Perfil P2; (c) Perfil P3 e Perfil P4. M: 1 kb
DNA Ladder GeneRuler™, ND: Plasmideo ndo digerido. P1 a P4: Perfis plasmidicos obtidos apds
digestdo com enzima Accl.
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Figura 5 (continuacéo). Perfis de restricdo de DNA plasmidico com Accl. Os perfis de resitricdo
foram analisados por electroforese em gel de agarose a 1%. (d) Perfil P5; (e) Perfil P6; (f) Perfil P7;
(9) Perfil P8; (h) Perfil P9 e P10; (i) Perfil P11. M: Marcador 1kb DNA Ladder GeneRuler™; ND:
Plasmideo ndo digerido.

E importante salientar que, mesmo apds repeticdo, a digestdo do DNA plasmidico
das estirpes SM23 e SM25 mostrou-se incompleta, o que dificultou a definigdo do perfil

de restricdo. Ainda assim, visto aparentemente apresentarem perfis de bandas
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semelhantes, estas estirpes foram preliminarmente colocadas no mesmo perfil de

restricdo, o perfil P4.

3.4 Classificacdo dos plasmideos de acordo com perfis de restricdo — Digestao

com enzima de restricdo EcoRlI

Apos a determinacdo dos perfis de restricdo dos plasmideos identificados com base
nos resultados da digestdo com a enzima Accl, foram selecionadas para posterior analise
as estirpes com apenas um plasmideo, nomeadamente, os plasmideos dos perfis P1, P2,
P5, P7 e P10. Para tal, foi necessario confirmar o agrupamento destes plasmideos, tendo
sido realizada uma nova digestdo do DNA plasmidico com uma enzima de restri¢do
diferente, nomeadamente a enzima EcoRl.

A digestdo com EcoRI dos plasmideos presentes nas 12 estirpes anteriormente
agrupadas no perfil P1, confirmou que todos apresentam o mesmo perfil de restricdo
ap6s a digestdo com EcoRlI, como é possivel constatar pelas Figuras 6 e 7. E importante
destacar que as bandas adicionais observadas na linha 4 da Figura 6 e nas linhas 4 e 6 da
Figura 7 sdo resultado de digestdo incompleta. Além de identificar o perfil de restricéo,
foi também novamente calculado o tamanho do plasmideo, com base nos fragmentos de
restricdo obtidos com EcoRI. Verificou-se uma diferenca significativa no tamanho
obtido com esta enzima (27,4 kb), quando comparado com aquele determinado apds a
digestdo com Accl (19,4 kb). Isto dever-se-a provavelmente ao facto de os fragmentos
resultantes da digestdo com Accl apresentarem tamanhos muito proximos, o que origina
bandas que nédo sdo facilmente distinguiveis na electroforese em gel de agarose. Assim,
0 tamanho mais correcto para o plasmideo do perfil P1 ser& de aproximadamente 27,4

kb tendo em conta o perfil observado.
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9 10 11 12 13 14

Figura 6. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de restri¢do com EcoRI - perfil P1. M:
marcador 1kb DNA Ladder GeneRuler™; 1: pSM1; 2: pSM1 digerido com EcoRl; 3: pSM10; 4: pSM10
digerido com EcoRI 5: pSM16; 6: pSM16 digerido com EcoRIl; 7: pSM17; 8: pSM17 digerido com
EcoRI; 9: pSM22; 10: pSM22 digerido com EcoRI; 11: pSM27; 12: pSM27 digerido com EcoRl; 13:
pSM31; 14: pSM31 digerido com EcoRI; 15: pSM43; 16: pSM43 digerido com EcoRI.
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Figura 7. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de restricdo com EcoRI - perfil P1. M:
marcador 1kb DNA Ladder GeneRuler™; 1: pSM14; 2: pSM14 digerido com EcoRl; 3: pSM47; 4:
pSM31 digerido com EcoRl; 5: pSM46; 6: pSM46 digerido com EcoRI; 7: pSM47; 8: pSM47 digerido
com EcoRlI; 9: pSM48; 10: pSM48 digerido com EcoRl.

De seguida, foi realizado o mesmo procedimento para o0s plasmideos
correspondentes ao perfil de restricdo P2, das estirpes SM11 e SM13. Também nesta
situacdo foi possivel confirmar o agrupamento feito anteriormente com base na restrigdo

por Accl, tendo-se obtido um perfil de restricdo idéntico apds a sua digestdo com EcoRl.
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Quanto ao tamanho destes plasmideos, tal como ja verificado para o perfil P1,
constatou-se uma diferenca significativa entre o tamanho estimado ap6s digestdo com
Accl (24,2 kb) e com EcoRlI (36,6 kb), provavelmente devido ao facto de a digestdo com
Accl originar fragmentos de tamanhos semelhantes, que ndo se distinguem na analise
por electroforese em gel de agarose (Figura 8).

Além dos perfis mencionados, foi realizada também a digestdo com EcoRI do DNA
plasmidico das estirpes SM23 e SM25 (perfil P4), visto ter havido dificuldade em
distinguir os seus perfis de bandas e assim confirmar o agrupamento destas duas estirpes
no mesmo perfil (Figura 8). Verificou-se que a estirpe SM23 apresenta um perfil de
restricdo idéntico ao de P1, passando assim a ser agrupado neste perfil. J& a estirpe
SM25 apresenta pelo menos dois plasmideos de grandes dimensdes, passando a ser a
Unica estirpe constituinte do perfil P4. Além disso, é possivel constatar que um dos
plasmideos isolados de SM25, aparenta ter um perfil de restricdo idéntico aquele

observado para o perfil P1.

2500 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb
750 pb
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Figura 8. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de restricdo com EcoRlI - Perfil P1,
P2 e P4. Plasmideos digeridos com EcoRI de acordo com o perfil obtido anteriormente com a enzima
Accl. M: marcador 1kb DNA Ladder GeneRuler™; Perfil P2 - 1: pSM11; 2: pSM11 digerido com
EcoRl; 3: pSM13; 4: pSM13 digerido com EcoRI. Perfil P1 - 5: pSM23; 6: pSM23 digerido com
EcoRl. Perfil P4 - 7: pSM25; 8: pSM25 digerido com EcoRl.
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O plasmideo pSM39, Unico correspondente ao perfil P5, foi também caracterizado
com EcoRlI para confirmar que apresentava um perfil de restricdo distinto dos restantes
constituidos apenas por um plasmideo de grandes dimensdes. Como é possivel constatar
pela Figura 9, o perfil de pSM39 ¢é de facto distinto daqueles obtidos apds a digestdo dos
plasmideos dos perfis P1 e P2. Relativamente ao tamanho estimado anteriormente,
também se verificaram diferencas, possivelmente devido a sobreposicdo de fragmentos
de restricdo no gel de electroforese. Neste caso o tamanho estimado foi 21,7 kb em

oposicao a 28,2 kb determinado apos a digestdo com Accl.

Figura 9. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de restricdo com EcoRlI - Perfil P5. M:
marcador 1kb DNA Ladder GeneRuler™; 1: pSM39; 2: pSM39 digerido com EcoRl.

Importa referir que dos cinco perfis constituidos por um Unico plasmideo
identificados neste trabalho (Tabela 12), o plasmideo pSM39 (perfil P5) foi o Gnico que
ndo foi estudado em detalhe, por ser tema de outro trabalho em curso no grupo de
investigacdo no qual foi desenvolvido este trabalho (18).

Finalmente compararam-se os perfis de bandas obtidos ap6s digestdo com Accl e
EcoRI dos plasmideos de SM4 (estirpe representativa do Perfil P7) e de SM26 (perfil
P10). De acordo com a Figura 10, é possivel constatar que sdo perfis distintos, em
especial comparando os perfis de Accl, em que o plasmideo do perfil P7 apresenta
apenas uma banda e para o plasmideo do perfil P10 se observam duas bandas.

Relativamente aos tamanhos dos dois plasmideos, observam-se diferengas para ambos,
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estimando-se que o tamanho do plasmideo do perfil P7 seja de 5,6 kb e o do perfil P10
de 5,3 kb.

10000 pb
8000 pb

Figura 10. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de restricdo com Accl e EcoRI -
Perfis P7 e P10. M: marcador 1kb DNA Ladder GeneRuler™; 1: pSM4; 2: pSM4 digerido com Accl; 3:
pSM4 digerido com EcoRl; 4: pSM26; 5: pSM26 digerido com Accl; 6: pSM26 digerido com EcoRl.

Na Tabela 13 apresenta-se um resumo da informacéo obtida apds a digestdo dos
diferentes plasmideos com EcoRI.

Tabela 13. Perfis de restricdo obtidos com a enzima EcoRI e nimero de estirpes correspondentes.

Perfil de NUmero de Tamanho NUmero Estirpes
Restricao plasmideos (kb) de estirpes P
SM1, SM10, SM14, SM16, SM17
P1 1 27,4 13 SM22, SM23, SM27, SM31
SM43, SM46, SM47, SM48
P2 1 36,6 2 SM11, SM13
P5 1 22 1 SM39
SM4, SM5, SM6, SM9, SM35,
P 1 56 8 SM38, SM42, SM53
P10 1 53 1 SM26
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3.5 Estudo do plasmideo pSM1
3.5.1 Curado plasmideo pSM1

Uma vez agrupados os plasmideos por perfis de restricdo, foi escolhido um
plasmideo representativo do perfil P1 para caracterizacdo adicional, tendo sido
selecionado o plasmideo pSM1, isolado da estirpe SML1.

O primeiro passo consistiu na cura do plasmideo pSM1, para posteriormente
estudar os efeitos da auséncia deste plasmideo nos fendtipos de susceptibilidade aos
antibioticos e biocidas da estirpe curada, em compara¢do com a estirpe original. Este
procedimento tem como principal vantagem a manutencdo do background genético da
estirpe, em comparacgdo, por exemplo, com a introducdo do plasmideo numa estirpe
susceptivel.

A cura do plasmideo pSML foi feita através de passagens sucessivas da estirpe SM1
em meio suplementado com concentracfes sub-inibitdrias crescentes de clorpromazina
(CPZ), tendo em conta que a CMI para esta estirpe € 50 mg/L (19). De forma a verificar
se este processo foi bem sucedido, prepararam-se placas a partir de diluigdes da cultura
celular correspondente a Ultima passagem (#11 — 22 mg/L de CPZ), de forma a obter
colobnias isoladas e submeter-se a extraccdo de DNA plasmidico. De acordo com 0s
resultados obtidos, verificou-se que nenhuma destas tinha sido curada, uma vez que em
todas se observava a presenca de uma banda de 27,4 kb, correspondente ao plasmideo
pSM1 (Figura 11).

M 1 2 3 7 8 9 10 11 12 13 M

 —
|‘._‘ugml

23130 bp

9416 bp
6557 bp

4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Figura 11. Electroforese em gel de agarose a 1% com o resultado da extrac¢do de DNA plasmidico
de colonias isoladas apos 112 passagem de SM1 com CPZ. M: Marcador DNA/AHindIll; 1: pSM1; 2 a
13: Preparagdo de DNA plasmidico a partir de col6nias isoladas apds o processo da cura do plasmideo da
estirpe SM1 — passagem #11.
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Visto ndo ter sido conseguida a cura da estirpe SM1 através deste método, testaram-
se de seguida duas abordagens diferentes em paralelo. Na primeira, inoculou-se uma
nova cultura a partir do stock da passagem #11 da estirpe SM1 em TSB suplementado
com a concentracdo sub-inibitéria de 22 mg/L de CPZ, que se manteve durante quatro
passagens adicionais. Na segunda abordagem, a partir da mesma cultura (stock da
passagem #11 de SM1) fizeram-se passagens sucessivas até aos 30 mg/L de CPZ,
ultrapassando o limiar da concentracao sub-inibitéria (Figura 2 — Materiais e Métodos).

Em cada situacdo, foram inoculadas placas de TSA a partir de diluicBes destas
culturas de modo a se obter coldnias isoladas. Selecionaram-se, de forma aleatoria,
colonias isoladas, correspondentes a ambas as passagens, para se proceder a extracgao
de DNA plasmidico e verificar se 0s processos de cura tinham sido bem sucedidos.

Como é possivel observar na Figura 12, identificou-se uma estirpe obtida a partir da
passagem #15, em que ap0Os a extraccdo de DNA plasmidico ndo foi detectada a

presenca da banda correspondente a 27,4 kb presente na estirpe SM1 original.

23130 bp
9416 bp

6557 bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Figura 12. Electroforese em gel de agarose a 1% com os produtos da extrac¢do de DNA plasmidico
de coldnias isoladas a partir da 15% passagem de SM1 com CPZ (30 mg/L CPZ). M: Marcador
DNA/AHindIIl; 1: pSM1; 2 a 14: Preparagdo de DNA plasmidico a partir de colonias isoladas ap6s o
processo da cura do plasmideo da estirpe SM1 — passagem #15. Amostra 13: auséncia da banda
correspondente ao plasmideo pSM1.
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Na Figura 13, identificaram-se trés estirpes a partir da passagen #11.4 nas quais ndo
se observou a banda de 27,4 kb correspondentes ao plasmideo pMS1.

9416 bp
6557 bp

4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Figura 13. Electroforese em gel de agarose a 1% com os produtos da extrac¢do de DNA plasmidico
de colonias isoladas a partir da passagem #11.4 de SM1 com CPZ (22 mg/L CPZ). M: Marcador
DNA/AHindIIl; 1: pSM1; 2 a 8: Preparagdo de DNA plasmidico a partir de colonias isoladas apds o
processo da cura do plasmideo da estirpe SM1 - passagem #11.4. Amostras 2, 4, 5 e 8: auséncia da banda
correspondente ao plasmideo pSM1.

3.5.2 Tipificacdo genética das estirpes curadas

De forma a garantir a pureza das estirpes utilizadas foi realizada a tipificagdo por
andlise dos perfis de macro-restricdo com Smal, para verificar se apds a cura ndo se
identificam diferencas entre estas e a estirpe original, para além da perda do
plasmideo.

No que diz respeito a estirpe SM1 original e as respectivas estirpes curadas (SM1-
P11.4C1, SM1-P11.4C3, SM1-P11.4C4, SM1-P11.4C7), foi possivel observar que
todas apresentam um perfil de macro-restricdo idéntico (Figura 14), eliminando a
possibilidade de ter ocorrido contaminacdo durante o processo da cura do plasmideo
pSM1. Néo foi possivel obter o perfil de macro-restricdo da estirpe SM1-P15C13, por

eventual degradacdo do DNA, pelo que ndo se prosseguiu o estudo desta estirpe.
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M 1 23 4 56
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48,5 kb

Figura 14. Analise em gel de agarose SeaKem LE a 1% dos produtos de macro-restrigdo com Smal
por PFGE. M: Marcador lambda Ladder PFG; 1: SM1 (original); 2: SM1-P11.4C1; 3: SM1-P11.4C3; 4:
SM1-P11.4C4; 5: SM1-P11.4C7; 6: SM1-P15C13.

3.5.3 Determinacdo do fendtipo de susceptibilidade a compostos

antimicrobianos

Tal como foi dito anteriormente, ap6s a cura do plasmideo pSM1 e de forma a
analisar como a auséncia deste plasmideo afecta o perfil de resisténcia aos diferentes
compostos antimicrobianos da estirpe SM1, procedeu-se a realizacdo de testes de
susceptibilidade aos compostos antimicrobianos através do método de Kirby-Bauer,

para os antibidticos, e CMIs, para os biocidas e metais pesados, para as estirpes curadas.

3.5.3.1 Resisténcia aos antibioticos pelo método de Kirby-Bauer

Foi realizado o método de Kirby-Bauer para as estirpes curadas SM1-P11.4C1,
SM1-P11.4C3, SM1-P11.4C4 e SM1-P11.4C7 e comparados os resultados com os da

estirpe original (Tabela 14), de acordo com o protocolo descrito no ponto 2.2.2.1.
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Tabela 14. Valores dos halos de inibicdo (em mm) e respectivos fendtipos para diferentes

antibiéticos da estirpe SM1 original (Passagem #0) e das estirpes curadas de pSM1%.

Estirpes

ATIETEY SML1 SMI1-P11.4C1 | SM1-P11.4C3 | SM1-P11.4C4 | SMI1-P11.4C7

Halo | Fendtipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenétipo | Halo | Fendtipo | Halo | Fenotipo
OXA 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
AMP 11 R 17 R 17 R 17 R 17 R
AMC 11 R 15 R 15 R 15 R 15 R
PEN 10 R 15 R 15 R 15 R 15 R
NOR 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
CIP 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
CTX 6 R 8 R 8 R 6 R 8 R
GEN 24 S 22 S 25 S 29 S 23 S
TOB 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
ERY 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
CLI 6 R 6 R 6 R 6 R 6 R
QDT 29 S 23 S 35 S 35 S 32 S
SXT 38 S 31 S 36 S 33 S 32 S
TET 34 S 28 S 33 S 28 S 27 S
LZD 34 S 29 S 29 S 31 S 30 S
CHL 27 S 28 S 27 S 24 S 23 S

MUP 43 | AHLR | 35 | AHLR | 35 | AHLR | 35 | AHLR | 32 | AHLR
FUS 32 S 28 S 31 S 32 S 30 S

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) e EUCAST (apenas para o &cido fusidico) (25) para breakpoint. OXA:
oxacilina; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulamico; PEN: penicilina; NOR: norfloxacina; CIP:
ciprofloxacina; CTX: cefotaxima; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina;
QDT: Quinopristina/Dalfopristina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TET: tetraciclina; LZD: linezolida; CHL:
cloranfenicol; MUP: mupirocina; FUS: &cido fusidico.

S: sensivel; I: intermédio; R: resistente; AHLR: auséncia de resisténcia de alto nivel.

Comparando os fendétipos de resisténcia observados para a estirpe SM1 original e
para as quatro estirpes curadas, ndo se verificam diferencas para a maioria dos
antibioticos testados. No caso dos antibidticos da classe dos p-lactamicos,
nomeadamente a ampicilina, penicilina e amoxicilina-acido clavulanico, observou-se
um aumento consistente dos halos de inibicdo nas estirpes curadas, comparativamente
aqueles observados para a estirpe original, embora as estirpes curadas se tenham
mantido resistentes a estes antibidticos. Quanto a oxacilina, ndo se verificaram
alteracdes nos halos de inibicdo. No que diz respeito aos restantes antibidticos,

verificaram-se algumas alteragdes consideradas pontuais.

3.5.3.2 Resisténcia aos metais pesados e biocidas

Foi também comparada a susceptibilidade aos biocidas e metais pesados entre a
estirpe SM1 e as estirpes curadas, por determinacdo de CMIs segundo o protocolo

descrito no ponto 2.2.3.2.
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Tabela 15. Valores de CMlIs da estirpe SM1 original (Passagem #0) e das respectivas estirpes
curadas de pSML1.

Estirpes
Compostos SM1L SM1- SM1- SM1- SM1-
P11.4C1 | P11.4C3 | P11.4C4 P11.4C7
] Cd(CH,C00), 0,06 0,015 0,015 0,015 0,015
P'\::;g:)ss AgNO; 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
(mM) CuSO, 4 4 4 4 4
ZnCl, 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
ACR 64 64 64 64 64
PT 32 32 32 32 32
BER 512 512 512 512 512
EtBr 16 16 16 16 16
o CET 8 8 8 8 8
Sloctese [ cec TN S S S
(ug/ml) CTAB 8 8 8 8 8
BAC 4 4 4 4 4
TPP 64 64 64 64 64
CHX 1 1 1 1 1
CHXG (%) | 0,0003125 | 0,0003125 | 0,0003125 | 0,0003125 | 0,0003125
DC 16 16 16 16 16

ACR: Laranja de acridina; PT: Pentamidina; BER: Berberina; EtBr: Brometo de etideo; CET: Cetrimida; CPC:
Cloreto de cetilpiridinio; CTAB: Brometo de hexadeciltrimetilamoénio; BAC: Cloreto de benzalcénio; TPP:
Tetrafenilfosfonio; CHX: Diacetato de Clorexidina; CHXG: Digluconato de clorexidina; DC: Cloreto de Dequalinio.

Na Tabela 15 é possivel observar que os valores de CMIs ndo sofreram alteracbes
quando comparados os valores da estirpe SM1 original e as estirpes curadas. No que diz
respeito aos metais pesados, os valores de CMI obtidos para as estirpes curadas também
se mantiveram iguais aqueles obtidos para a estirpe original, a excepcdo do cadmio
(Cd(CH3COO0),) em que o valor da CMI é mais baixo nas coldnias curadas (0,015 mM),
do que a estirpe original (0,06 mM), correspondendo a uma diferenca de duas diluigdes.
Uma vez que as culturas de SM1 curadas fendtipos indistinguiveis, escolheu-se uma
Unica, SM1-P11.4C7, para os estudos subsequentes, sendo designada ao longo do resto
desta Tese de estirpe SM1-curada.

3.5.4 Deteccéo de producéo de p-lactamases

Tendo em conta os resultados nos ensaios de susceptibilidade aos antibioticos f3-
lactamicos pelo método de Kirby-Bauer, em que se verificou um aumento da
susceptibilidade da estirpe SM1-curada a penicilina, ampicilina e amoxicilina-acido

clavulanico, foi realizado o teste da nitrocefina para a deteccdo de p-lactamases, uma
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vez que estes resultados sugeriam a presenca de determinantes de resisténcia aos

antibioticos p-lactdmicos no plasmideo pSM1 (Figura 15).

BBL™ DrySlide™ ©BD BBL™ DrySlide™
1 2 2 1
3 4 3 - 4
BECTON
- (3] Saciie, (E)

Figura 15. Teste de produgio de p-lactamases pelo teste “BBL™ DrySlide™ Nitrocefin”. (A) Teste da
nitrocefina sem inducdo; (B) Teste da nitrocefina apés indu¢do com penicilina. (1): Estirpe ATCC
25923 (controlo negativo); (2): SM39 (controlo positivo); (3): SMloriginal; (4): SM1- curada.

Como é possivel observar na Figura 15 — (A), verifica-se a producdo de pB-
lactamase para a estirpe SM1 original, tal como o controlo positivo (SM39).
Comparativamente com o resultado observado para a estire SM1-curada, verifica-se a
auséncia de producdo de B-lactamase nesta estirpe, assim como acontece no controlo
negativo. Deste modo, é possivel constatar que o plasmideo pSM1 tem na sua
constitui¢do um determinante capaz de codificar a produ¢do de B-lactamase e que o
mesmo nado se encontra na estirpe SM1-curada.

De forma a confirmar os resultados obtidos, repetiu-se o teste da nitrocefina com as
mesmas estirpes mas ap0s uma prévia exposicao das culturas a penicilina, uma vez
algumas estirpes apenas produzem B-lactamase ap6s inducdo por antibidticos da classe
dos B-lactdmicos. Como é possivel observar na Figura 15 — (B), os resultados obtidos
anteriormente mantém-se, confirmando-se a producdo de B-lactamase na estirpe SM1
original (sem necessidade de inducgéo pela penicilina) e a sua auséncia na estirpe SM1-

curada, mesmo apos inducéo.

3.5.5 Pesquisa dos genes blaZ e cadD

De acordo com os resultados obtidos na caracterizacdo fenotipica da estirpe SM1 e
das estirpes curadas e tendo sido observadas diferencas ao nivel da susceptibilidade aos
B-lactamicos e ao cadmio, antes e depois da cura do plasmideo pSM1, foi possivel
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deduzir que o plasmideo pSM1 inclui determinantes responsaveis por essas alteracées.
Por essa razdo, foram pesquisados por PCR 0s genes blaZ, que codifica para uma f-
lactamase, e cadD, um determinante associado a baixos niveis de resisténcia ao cadmio
(21), utilizando os pares de primers blaZ Fw e blaZ Rv e cadD_Fw e cadD_Rv,
respectivamente, descritos na Tabela 3 (Materiais e Métodos). Os resultados da
amplificagdo por PCR de fragmentos internos a cada um destes genes sdo apresentados
nas Figuras 16 e 17.

1000 pb

500 pb
300 pb

Figura 16. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificacdo de um fragmento
interno ao gene blazZ a partir de DNA plasmidico de: 1: SM1-P0 (passagem 0); 2: SM1-curada; 3:
SM39 (controlo positivo); 4: controlo negativo (agua bi-destilada); M: Marcador 100 bp DNA Ladder
Plus Gene Ruler.

Figura 17. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificagdo de um fragmento
interno ao gene cadD a partir de DNA plasmidico de: 1: SM1-P0 (passagem 0); 2: Po¢o sem amostra; 3:
SM1-curada; 4: controlo negativo (agua bi-destilada); M: Marcador 100 bp DNA Ladder Plus Gene Ruler.
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Tal como € possivel observar pelas Figuras 16 e 17, foi possivel confirmar a
presenca dos determinantes blaZ e cadD no plasmideo pSML1, devido a presenca das
bandas de 533 pb e 614 pb, correspondentes a fragmentos internos dos respectivos
genes. Em oposicao, constatou-se que nao ocorreu amplificacdo dos fragmentos internos
aos genes no DNA plasmidico da estirpe SM1l-curada, o indica com grande
probabilidade a perda do plasmideo pSM1, o que podera estar na origem das diferengas
observadas nos fendétipos de susceptibilidade.

Em qualquer dos casos, 0s ensaios puderam ser validados dado ndo ter havido
amplificacdo de qualquer banda nos controlos negativos e, no caso da reac¢do de

amplificagéo de blaz, por ter havido amplificagdo no controlo positivo.

3.6 Estudo do plasmideo pSM11
3.6.1 Curado plasmideo pSM11

Tal como foi feito para o estudo do plasmideo associado ao perfil P1, foi escolhida
uma estirpe representativa do perfil P2, neste caso a estirpe SM11. A cura do plasmideo
pSM11 realizou-se através de passagens sucessivas da estirpe SM1l em TSB
suplementado com incrementos sucessivos de CPZ, até a concentracdo de 22 mg/L
(passagem #11). ApOs esta passagem, prepararam-se diluicdes da cultura e plaqueadas
em TSA, de forma a obter coldnias isoladas. Foram selecionadas aleatoriamente
algumas destas colonias as quais foi aplicado o protocolo de extraccdo de DNA
plasmidico. Das quinze coldnias analisadas, trés nao apresentam a banda correspondente

ao plasmideo pSM11 presente na estirpe SM11 original (Figura 18).
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Figura 18. Electroforese em gel de agarose a 1% com os produtos da extraccdo de DNA plasmidico
de coldnias isoladas a partir da passagem #11 de SM11 com CPZ (22 mg/L CPZ). M: marcador 1kb
DNA Ladder GeneRuler™; 1: SM11 original; 2 a 14: Preparacdo de DNA plasmidico extraido de
colénias obtidas apds o processo da cura de pSM1l. Amostras 2, 3 e 4: auséncia da banda
correspondente ao plasmideo pSM11.

3.6.2 Tipificacdo genética das estirpes curadas

Tal como havia sido feito para a estirpe SM1, foi feita a tipificacdo por andlise
genética dos perfis de macro-restricgdo com Smal de maneira a confirmar a néo
ocorréncia de contaminacdo durante o processo de cura. Das trés estirpes
potencialmente curadas, s6 foi realizada a tipificacdo para duas (SM11-P11C1 e
SM11-P11C3), uma vez que apds observacdo da placa de TSA realizada a partir da
cultura stock de SM11-P11C2, foi visivel a ocorréncia de contaminagdo da mesma.

Quando comparados os perfis de macro-restricdo obtidos para a estirpe SM11,
obtida a partir da passagem #0, e a da colonia curada SM11-P11C3 é possivel
constatar que nao tera havido contaminacdo durante o processo de cura, visto ambos
os perfis serem semelhantes assim como também em comparacdo com a estirpe SM11
original (Figura 19). Para a colénia SM11-P11C1, apesar de ter sido obtida na mesma
passagem que SM11-P11C3, ndo foi obtido um perfil de macro-restri¢cdo visivel,
provavelmente por degradacdo do DNA, ndo sendo por isso possivel garantir que a
estirpe ndo sofreu alteracdes durante o processo da cura ou que ndo tenha ocorrido
contaminacdo durante o processo de cura do plasmideo pSM11. Por esta razdo,
prosseguiram-se 0s estudos com a estirpe SM11-P11C3, que serd designada no resto
da Tese por SM11-curada.
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Figura 19. Andlise em gel de agarose SeaKem LE a 1% dos produtos de macro-restricdo com Smal
por PFGE. M: Marcador Lambda Ladder PFG; 1: SM11 (original); 2: SM11 — passagem 0; 3: SM11-
P11C1; 4: SM11-P11C3.

3.6.3 Determinacdo do fenotipo de susceptibilidade aos compostos

antimicrobianos

Apbs a confirmacdo da cura do plasmideo pSM11, seguiu-se a abordagem
anteriormente realizada para a estirpe SM1, com a determinacdo do perfil de
susceptibilidade aos antibioticos, biocidas e metais pesados, para as estirpes SM11 e

SM11-curada, de modo a identificar possiveis diferencas nos fenotipos de ambas.

3.6.3.1 Resisténcia aos antibioticos pelo método de Kirby-Bauer

Foi determinado o perfil de susceptibilidade aos antibidticos da estirpe SM11-
curada, pelo método Kirby-Bauer de forma a identificar possiveis alteracfes em realcéo
ao fendtipo da estirpe SM11 (Tabela 16).
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Tabela 16. Valores dos halos de inibicdo (em mm) da estirpe SM11 (Passagem 0) e da estirpe SM11-
curada para os diferentes antibi6ticos.

Estirpes
Qbletice SM1L SM11-curada
Halo | Fenétipo | Halo | Fenétipo

OXA 6 R 6 R
AMP 6 R 6 R
AMC 6 R 6 R
PEN 8 R 6 R
NOR 6 R 6 R

CIP 6 R 6 R
CTX 6 R 6 R
GEN 22 S 22 S
TOB 25 S 22 S
ERY 30 S 28 S
CLI 33 S 28 S
QDT 28 S 24 S
SXT 30 S 32 S
TET 26 S 25 S
LzD 30 S 28 S
CHL 24 S 23 S
MUP 37 | AHLR 30 AHLR
FUS 30 S 30 S

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) e EUCAST (apenas para o acido fusidico) (25) para breakpoint. OXA:
oxacilina; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulanico; PEN: penicilina; NOR: norfloxacina; CIP:
ciprofloxacina; CTX: cefotaxima; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina;
QDT: quinopristina/dalfopristina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TET: tetraciclina; LZD: linezolida; CHL:
cloranfenicol; MUP: mupirocina; FUS: 4cido fusidico.

S: sensivel; I: intermédio; R: resistente; AHLR: auséncia de resisténcia de alto nivel.

No caso das estirpes mencionadas na Tabela 16, ndo se verificam alteracdes
significativas entre o tamanho dos halos de inibicdo e consequentemente nos fendtipos
de resisténcia aos antibidticos, ou seja, ambas apresentam o mesmo fenétipo de
resisténcia aos P-lactdmicos testados, oxacilina, ampicilina, amoxicilina-acido
clavulanico, penicilina e a cefotaxima, e as fluoroquinolonas, ciprofloxacina e
norfloxacina. Para os restantes antibidticos verificam-se algumas variaces consideradas

pontuais, embora no caso da mupirocina esta diferenca seja mais notoria.
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3.6.3.2 Resisténcia aos metais pesados e biocidas

Foi também determinado o perfil de susceptibilidade para os biocidas e metais
pesados, cujos resultados se encontram na Tabela 17.

Tabela 17. Valor de CM s das estirpes SM11 e SM11-curada.

Estirpes
Compostos
SM11 SM11-curada
] Cd(CH3C00), 1 0,0075
Metais
AgNO; 0,125 0,125
Pesados CusSO 2 2
(mM) Usta
ZnCl, 1 0,25
ACR 64 64
PT 128 128
BER 512 512
EtBr 32 32
o CET 8 8
Biocidas e cPC 4 4
corantes
(ug/ml) CTAB 8 8
BAC 4 4
TPP 128 128
CHX 1 1
CHXG 0,00015625 0,00015625
DC 16 16

ACR: Laranja de acridina; PT: Pentamidina; BER: Berberina; EtBr: Brometo de etideo; CET: Cetrimida; CPC:
Cloreto de cetilpiridinio; CTAB: Brometo de hexadeciltrimetilamonio; BAC: Cloreto de benzalconio; TPP: Brometo
de tetrafenilfosfonio; CHX: Diacetato de Clorexidina; CHXG: Digluconato de clorexidina; DC: Cloreto de
Dequalinio.

De acordo com os resultados obtidos, néo se verificam diferencas entre os perfis de
susceptibilidade dos biocidas e corantes, visto que os valores de CMI obtidos para a
estirpe curada e a original sdo idénticos para todos os compostos. O mesmo se verifica
para dois dos metais pesados testados, a prata e o cobre, em que também ndo houve
alteracdo dos valores de CMI obtidos antes e depois da cura do plasmideo.

Por outro lado, foram observadas diferencas para o cddmio e zinco, sendo que a
estirpe curada apresenta maior susceptibilidade a ambos 0s compostos

comparativamente a estirpe original, sendo esta diferenca mais significativa para o
cadmio (Tabela 17).
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3.6.4 Pesquisa do gene cadA

As diferencas observadas nos valores de CMI para o cddmio e zinco entre a estirpe
SM11 e a estirpe SM1l-curada sugerem que o plasmideo pSM11 transporta um
determinante envolvido na resisténcia a estes compostos. Visto existirem dados acerca
da associacdo entre a resisténcia ao cadmio em simultaneo com um nivel baixo de
resisténcia ao zinco e a presenca do determinante plasmidico cadA (38, 62, 117), foi
pesquisada a presenca deste gene atraves de amplificagdo de um fragmento interno do
mesmo, utilizando os primers cadA_Fw e cadA_Rv descritos na Tabela 3 (Materiais e
Métodos).

Tal como mostra a Figura 20, é possivel observar uma banda de 553 pb
correspondente a um fragmento interno ao gene cadA no DNA plasmidico extraido da
estirpe SM11 original, bem como no DNA plasmidico da estirpe SM39 (usada como
controlo positivo). Por outro lado, verifica-se a auséncia de amplificacdo deste
fragmento para a estirpe SM11-curada, o que confirma a presenca do determinante cadA

no plasmideo pSM11 assim como a eficiéncia do processo de cura do mesmo.

M 1 2 3 4

1000 pb
500 pb

Figura 20. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificacdo de um fragmento
interno ao gene cadA a partir da extrac¢do de DNA plasmidico de: 1: SM1l-curada; 2: SM11
(passagem #0); 3: SM39 (controlo positivo); 4: controlo negativo (agua bi-destilada); M: Marcador 100
bp DNA Ladder Plus Gene Ruler.
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3.7 Estudo dos plasmideos pSM4 e pSM26
3.7.1 Curado plasmideos pSM4 e pSM26

Além da cura dos plasmideos de maiores dimensdes (pSM1 e pSM11), foi também
feita a tentativa de curar plasmideos de menores dimensdes (< 6 kb), de forma a analisar
o efeito da perda destes no fenotipo de susceptibilidade aos compostos antimicrobianos.
Para isso, foi aplicado o metodo de cura j& anteriormente utilizado para se proceder a
cura dos plasmideos das estirpes SM4 (perfil P7) e SM26 (perfil P10).

Depois de obtidas colonias isoladas de SM4 e SM26 a partir das respectivas 112
passagens em CPZ, foram escolhidas aleatoriamente algumas dessas coldnias para
proceder a extrac¢do de DNA plasmidico.

No total foi realizada a extraccdo de DNA plasmidico a partir de 38 coldnias da
estirpe SM4 e de 43 coldnias da estirpe SM26. No caso da estirpe SM4, ndo possivel
obter a cura do plasmideo pSM4 (Figura 21), razdo pela qual ndo se prosseguiu o estudo

desta estirpe.

+ ——

23220 bp |
9416 bp

6557 bp — P

4361 bp

2322bp ___ -

2027 bp S TSSIRSPSSE ST 11

564 bp
we g W

Figura 21. Electroforese em gel de agarose a 1% com o resultado da extrac¢éo de DNA plasmidico
de colonias isoladas a partir da passagem #11 de SM4 com CPZ (22 mg/L CPZ). M: marcador 1kb
DNA Ladder GeneRuler™; 1: pSM4 (original); 2 a 13: Preparagdo de DNA plasmidico extraido de
coldnias obtidas apds o processo da cura de pSM4.

Em relacdo a estirpe SM26, apenas foi identificada uma Unica colénia

potencialmente curada (SM26-P11C35), como é possivel observar na Figura 22.
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Figura 22. Electroforese em gel de agarose a 1% com o resultado da extrac¢@o de DNA plasmidico
de coldnias isoladas a partir da passagem #11 de SM26 com CPZ (22 mg/L CPZ). M: marcador 1kb
DNA Ladder GeneRuler™; 1: pSM26 (original); 2 a 18: Preparacdo de DNA plasmidico extraido de
coldnias obtidas ap6s o processo da cura de pSM26; 17: Auséncia da banda correspondente ao plasmideo
pSM26.

Como é possivel constatar pela Figura 22, a estirpe SM26-P11C35, ndo apresenta a
banda correspondente ao plasmideo pSM26. Desta forma, prosseguiram-se os estudos
com esta estirpe de forma a identificar possiveis alteracbes nos fendtipos de
susceptibilidade aos compostos antimicrobianos entre a estirpe original e a
potencialmente curada. A estirpe curada SM26-P11C35 sera designada no resto da Tese

por SM26-curada.

3.7.2 Tipificacdo genética das estirpes curadas

Tal como anteriormente, foi realizada a tipificacdo genética da estirpe SM26
original e SM26-curada, por comparacdo dos perfis de macro-restricio com Smal
(Figura 23).
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436,5 kb
388 kb

339,5 kb
291 kb

242,5kb
194 kb

145,5 kb

97 kb

48,5 kb

Figura 23. Electroforese em gel de agarose SeaKem LE a 1% dos produtos de macro-restricdo com

Smal por PFGE. 1: SM26 — passagem #0; 2: SM26-curada; M: Marcador Lambda Ladder PFG.
Apesar de ter ocorrido degradacdo parcial do DNA da estirpe SM26-curada, é

possivel verificar que os dois perfis de macro-restricdo sdo idénticos, confirmando-se

assim que ndo ocorreu contaminacao durante o processo da cura do plasmideo pSM26.

3.7.3 Determinacdo do fenotipo de susceptibilidade aos compostos

antimicrobianos

Seguindo o raciocinio explicado anteriormente para a analise dos plasmideos pSM1
e pSM11, foram realizados testes de susceptibilidade aos antibiéticos, biocidas e metais
pesados de maneira a identificar possiveis diferencas entre os fendtipos das estirpes
antes e apds o processo da cura do plasmideo pSM26 que possam estar associados a

presenca de determinantes codificados por este plasmideo.

3.7.3.1 Resisténcia aos antibidticos pelo método de Kirby-Bauer

Na Tabela 18 estdo descritos os valores dos halos de inibicdo da estirpe SM26
(correspondente a passagem #0) e da colonia SM26-curada observados para 0s

antibioticos testados.
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Tabela 18. Valores dos halos de inibicdo (em mm) da estirpe SM26 (Passagem #0) e da estirpe

SM26-curada para os diferentes antibi6ticos.

Estirpes
AU SM26 SM26-curada
Halo |Fenétipo| Halo | Fen6tipo

OXA 6 R 6 R
AMP 6 R 6 R
AMC 6 R 6 R
PEN 14 R 12 R
NOR 6 R 6 R
CIP 6 R 6 R
CTX 6 R 6 R
GEN 22 S 25 S
TOB 26 S 24 S
ERY 6 R 30 S
CLI 40D) | RW 37 S
QDT 30 S 27 S
SXT 32 S 32 S
TET 30 S 34 S
LZD 30 S 34 S
CHL 25 S 29 S
MUP 40 AHLR 40 AHLR
FUS 32 S 32 S

[A] Valores padronizados pelo CLSI (17) e EUCAST (apenas para o acido fusidico) (25) para breakpoint. OXA:
oxacilina; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulamico; PEN: penicilina; NOR: norfloxacina; CIP:
ciprofloxacina; CTX: cefotaxima; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina;
QDT: Quinopristina/Dalfopristina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; TET: tetraciclina; LZD: linezolida; CHL:
cloranfenicol; MUP: mupirocina; FUS: &cido fusidico.

S: sensivel; I: intermédio; R: resistente; AHLR: auséncia de resisténcia de alto nivel; (D) Halo em forma de “D”; (1)
Resisténcia induzida.

Relativamente ao tamanho dos halos de inibicdo, ndo se identificaram diferencas
significativas que possam estar associadas a perda de determinantes plasmidicos,
mantendo-se assim os fendtipos de resisténcia inalterados.

As principais diferencas foram observadas nos fenotipos de resisténcia a
eritromicina e clindamicina. Observou-se um aumento significativo do halo de inibicédo
em redor do disco de eritromicina, na medida em que a estirpe original ndo apresentava
um halo de inibicdo e a estirpe curada passa a demonstrar um halo de 30 mm de
didmetro, o que corresponde a uma alteragdo do fenotipo de resistente para susceptivel a
este antibidtico. Quanto a clindamicina, a estirpe SM26 apresentava um fenétipo de
resisténcia induzida a este antibiotico que na estirpe SM26-curada se deixa de observar,
na medida em que o halo de inibi¢cdo em redor do disco deixou de apresentar a forma

em “D” caracteristica desse fenotipo (Figura 24).
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Figura 24. Ensaio de inducdo de resisténcia a clindamicina (“D-teste”). (A) Placa de MHA com
estirpe SM26 original (passagem #0) — D-teste positivo (halo em forma de “D”) e auséncia de halo de
inibicdo a volta do disco de eritromicina; (B) Placa de MHA com estirpe SM26-curada — “D-teste”
negativo (auséncia de halo em forma de D).

Tendo em conta este resultado, € possivel constatar que o plasmideo isolado da
estirpe SM26 é responsavel pelo fenétipo de resisténcia induzida aos macrdlidos,
lincosamidas e estreptograminas do tipo B (MLSgi), observado para esta estirpe, o qual

tera sido perdido com o processo da cura de pSM26.

3.7.3.2 Resisténcia aos metais pesados e biocidas

Além dos antibidticos, foi também identificado o perfil de susceptibilidade aos
biocidas e metais pesados através da determinacdo das CMIs para os mesmos, tal como

foi feito para as outras estirpes.
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Tabela 19. Valor de CMIs® das estirpes SM26 original e SM26-curada.

Estirpes
Compostos
SM26 SM26-curada
. Cd(CH3CO00), 1 1
Metais AgNO, 0,125 0,125
Pesados CuSoO 2 2
(mM) 4

ZnCl, 1 1

ACR 64 64

PT 16 16

BER 128 128
EtBr 8 8
Biocidas e CET 4 4
corantes CPC 0.5 0.5
(ug/ml) CTAB 2 2
BAC 2 2

TPP 16 16

CHX 0,5 0,5

CHXG 0,0000625 0,0000625

DC 4 4

PT: Pentamidina; BER: Berberina; EtBr: Brometo de etideo; ACR: Laranja de acridina; CET: Cetrimida; CPC:
Cloreto de cetilpiridinio; CTAB: Brometo de hexadeciltrimetilamonio; BAC: Cloreto de benzalconio; TPP: Brometo
de tetrafenilfosfonio; CHX: Diacetato de Clorexidina; CHXG: Digluconato de clorexidina; DC: Cloreto de
dequalinio.
@ Estes ensaios foram realizados em triplicado.

Como € possivel observar pelos dados apresentados na Tabela 19, ndo sao
observadas diferengas nos perfis de susceptibilidade aos biocidas e metais pesados entre

as duas estirpes, original e curada.

3.7.4 Amplificagdo por PCR dos genes ermB e ermC

Apbs a realizacdo do antibiograma constatou-se a perda do fen6tipo MLSgi na
estirpe SM26-curada. Para identificar o determinante responsavel por esse fenotipo,
optou-se por fazer a pesquisa da presencga dos genes ermB e ermC. Esta escolha foi feita
com base no facto de, entre os genes do tipo erm (do inglés erytrhomicin ribossomal
methylase) descritos em plasmideos de S. aureus (57, 69, 90, 114), estes serem 0s mais
prevalentes (2, 93).

Para tal foi feita a amplificagcdo por PCR de fragmentos internos dos genes ermB e
ermC a partir de amostras de DNA plasmidico das estirpes SM26 e SM26-curada, cujos
resultado se apresentam na Figura 25.
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Figura 25. Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificacdo de um fragmento
interno aos genes ermB (A) e ermC (B) ap6s extraccdo de DNA plasmidico. M: Marcador 100 bp
DNA Ladder Plus Gene Ruler; 1: SM26 (passagem #0); 2: SM26-curada; 3: controlo negativo (agua bi-
destilada).

Tendo em conta a Figura 25 — (A), tanto a estirpe SM26 como a estirpe SM26-
curada ndo apresentam a banda de 433 pb correspondente ao fragmento do determinante
ermB. Por outro lado, confirma-se a presenca do gene ermC em pSM26, uma vez que
foi possivel detectar a banda de 348 pb correspondente ao fragmento deste gene - Figura
25 — (B). Por outro lado, verifica-se a auséncia de amplificacdo deste fragmento para a
estirpe  SM26-curada. Em resumo, estes resultados confirmam a presenca do
determinante ermC no plasmideo pSM26, assim como a eficiéncia do processo de cura
do mesmo.
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4 Discussao e Conclusoes

S. aureus € um agente patogénico que continua a despertar uma grande
preocupacdo, devido a sua viruléncia, a sua capacidade em causar uma vasta diversidade
de infecgdes e de se adaptar a diferentes condi¢cdes ambientais, além de permanecer um
importante agente de infec¢es nosocomiais (47, 61). Além disso, o facto de muitas
destas infeccOes estarem associadas a estirpes resistentes a diversos compostos
antimicrobianos, nomeadamente as estirpes MRSA, também é um motivo de alarme e
com significativo impacto economico (11, 61, 65, 104, 105).

A resisténcia a compostos antimicrobianos € normalmente adquirida por
transferéncia horizontal de genes provenientes de elementos externos a célula, porém as
mutacdes cromossdmicas e a selec¢do dos antibidticos também séo factores importantes
(11). Desses elementos externos, os plasmideos figuram entre os mais importantes, pois
sdo EGMs capazes de conferir caracteristicas vantajosas nomeadamente resisténcia a
diferentes agentes antimicrobianos (45). Por esta razéo, o estudo dos plasmideos e dos
seus determinantes é de grande interesse para perceber o seu contributo para o fendtipo
de resisténcia aos diferentes compostos antimicrobianos.

O trabalho desenvolvido teve como principal objectivo a identificacdo de
determinantes de resisténcia a compostos antimicrobianos, presentes nos plasmideos de
uma coleccdo de estirpes de S. aureus isoladas num laboratério hospitalar de Lisboa.
Para isso, foram isolados e caracterizados os plasmideos presentes nesta coleccdo de
estirpes e também determinados os fenotipos de susceptibilidade a um conjunto de
diferentes compostos antimicrobianos, nomeadamente antibidticos, biocidas e metais
pesados. Posteriormente foram selecionadas algumas estirpes, com base no seu perfil
plasmidico, de forma a apurar a importancia do mesmo nos fenétipos de resisténcia
através da comparacdo dos valores de CMIs e do antibiograma antes e depois da cura
dos plasmideos e da detec¢do de determinantes de resisténcia.

Apos a extraccdo de DNA plasmidico, identificou-se a presenca de plasmideos em
43 das 52 estirpes (82,7%) que compunham a coleccdo em estudo. Tendo como base o
estudo realizado por Shearer et al. (2011) (96), que pretendeu caracterizar o contetdo
plasmidico de uma vasta coleccdo de estirpes de Staphylococcus spp. isoladas em
diversas partes do mundo e ao longo de 70 anos, os plasmideos foram digeridos com a
enzima de restricdo Accl, tendo sido identificados 11 perfis de restricdo distintos,

constituidos por um ou mais plasmideos.
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Tendo em conta estes perfis e 0s plasmideos que 0s constituem, é possivel constatar
que a maioria é composta por plasmideos de grandes dimensdes, tendo em consideracao
tanto os perfis com apenas um plasmideo como os perfis com dois plasmideos,
perfazendo um total de oito perfis e 33 estirpes. Verifica-se ainda que alguns dos perfis
com mais do que um plasmideo incluem muito provavelmente plasmideos que
constituem perfis individuais noutras estirpes. Dois exemplos disso sdo os perfis P3 e
P4, os quais incluem pelo menos dois plasmideos em que um deles (no caso de P3, sera
o plasmideo de maior dimensao) sera provavelmente idéntico aquele que constitui o
perfil P1.

Estes resultados véao de encontro ao que foi observado por Shearer et al. (2011), em
que numa coleccdo de 280 estirpes clinicas de Staphylococcus spp., a maioria dos
plasmideos identificados apresentam dimensfes superiores a 20 kb. A digestdo dos
plasmideos com Accl permitiu o seu agrupamento num total de 106 perfis de restricéo,
verificando-se no entanto que trés destes perfis agrupavam a maioria dos plasmideos de
grandes dimensdes (> 20 kb) (96).

Embora pela definicdo mais consensual de estirpe (108), os 52 S. aureus estudados
neste trabalho possam corresponder na realidade a um nudmero inferior de estirpes,
definidas pelo tipo e subtipo de PFGE, optou-se por considerar um conjunto de 52
estirpes, tendo em conta possiveis diferencas quer a nivel genotipico quer a nivel
fenotipico, que pudessem ser encontradas durante este trabalho.

Relativamente a coleccdo em andlise, verificou-se num estudo anterior, que a
maioria dos S. aureus isolados se agrupava em dois clones, definidos pelos padrdes de
macro-restricdo com Smal A e E, cada um incluindo diversos sub-clones (19).Verifica-
se agora que entre as 43 estirpes das quais foram isolados plasmideos, apenas dois ndo
pertencem a estes clones (Tabela 20). Assim, poder-se-a colocar a hipotese de que 0s
plasmideos presentes nestas estirpes possam estar a conferir caracteristicas vantajosas as
estirpes dos clones A e E, que facilitem a sua disseminacdo em ambiente hospitalar, em
particular naquele onde estas estirpes foram isoladas (Tabela 20). Por outro lado, as
estirpes das quais ndo foram isolados plasmideos, agrupam-se maioritariamente num
clone predominante e distinto dagqueles mencionados (Tabela 20), o que novamente
podera indiciar que estas estirpes beneficiem de alguma vantagem neste ambiente, neste

caso ndo associada a determinantes plasmidicos.
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Tabela 20. Associagdo entre os perfis de restricdo (com Accl e EcoRl) e o tipo clonal.

Perfil de Restricdo Clone (e sub-clones)™ NuUmero de estirpes
P1 A(1,2,3,4,6¢e9) 13
P2 E(led) 2
P3 A(1,5,7,8e1l) 6
P4 Al 1
P5 Gl 1
P6 El 1
P7 A5eE (1,2,3,6¢e7) 8
P8 E(le3) 8
P9 F1 1
P10 Al10 1
P11 All 1

Auséncia de DNA AL B (L 2 3e4)eE5 9

plasmidico
[1] Definidos por andlise de perfis de macro-restricdo com Smal (19)

e Estudo do plasmideo pSM1 — Perfil P1

Ao comparar o perfil de restricdo P1, obtido neste estudo, com o perfil de restricdo
RT2, obtido por Shearer et al. (2011), constatou-se que estes dois perfis sdo
coincidentes. Esta observacdo foi possivel através da realizacdo da digestdo in silico
(Materiais e Métodos) das sequéncias nucleotidicas dos plasmideos agrupados no perfil
RT2 com as enzimas Accl e EcoRI. Através da visualizacdo das figuras correspondentes
aos possiveis geéis de electroforese obtidos ap6s digestdo com Accl (Figura 26),
idealizadas nas mesmas condicdes que aqueles obtidos ao longo deste trabalho, foi
possivel comparar o perfil de bandas de P1 com o perfil de RT2 e constatar que sao
idénticos. Contudo, existem bandas presentes no perfil de restricdo RT2 (Figura 26 — 1),
de 3419 pb e 3319 pb, 1298 pb, 1273 pb e 1224 pb, 1007 pb e 928 pb, que ndo sédo
distinguiveis no perfil P1 (Figura 26 — 2), provavelmente devido ao facto de estes
fragmentos apresentarem pesos moleculares muito semelhantes, que ndo sdo
distinguiveis no gel de electroforese. Este facto explica também as diferencas
observadas nos tamanhos estimados deste plasmideo (e possivelmente também dos
restantes) apds a digestdo com Accl e com EcoRI (Tabelas 12 e 13 — Resultados). A
digestdo in silico foi feita com as sequéncias nucleotidicas dos plasmideos pSK67,
SAPO74A, SAP048A, pWBG744 e SAP012A, que apresentam o perfil RT2.
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Figura 26. Comparacao dos perfis de restricdo com Accl. [1] Perfil de bandas obtido com o programa
NEBcutter V2.0 dos plasmideos com perfil RT2 (96). M': Marcador 1kb; 1: SAPO74A. [2] Electroforese
em gel de agarose a 1% dos produtos de resticdo com Accl do plasmideo de SM1. M?: marcador 1kb
DNA Ladder GeneRuler™; 2: Perfil de restri¢do P1 - plasmideo pSML1.

Além da digestdo com Accl, foi também aplicado o mesmo procedimento com a
enzima EcoRI, também utilizada para a distincdo dos plasmideos deste estudo. Também
neste caso se verifica que os perfis de restricdo obtidos sdo iguais aos de RT2 (Figura
27).
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Figura 27. Comparacdo dos perfis de restricdo com EcoRI [1] Perfil de bandas obtido com o
programa NEBcutter V2.0 dos plasmideos com perfil RT2 (96). M*': Marcador 1kb; 1: SAPO74A. (2)
Electroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de resticdo com EcoRI do plasmideo de SM1. M?:
marcador 1kb DNA Ladder GeneRuler™; 2: Perfil de restricdo P1 - plasmideo de SM1.
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O facto do perfil P1 corresponder ao perfil RT2 anteriormente descrito por Shearer
et al. (2011), permitiu confirmar a ampla distribuicdo geogréfica e persisténcia temporal
deste plasmideo de S. aureus, tendo sido descrito em paises como os Estados Unidos da
Ameérica, Reino Unido e Australia, entre 1949 e 2006 (96) e também em Portugal em
2007, altura em que foram isoladas as estirpes da colec¢do em estudo.

De seguida procedeu-se a cura do plasmideo da estirpe SM1, de modo a
correlacionar a sua presenca com o fenotipo de resisténcia aos diferentes compostos
antimicrobianos testados. Para isso, a estirpe SM1 foi sujeita a passagens sucessivas em
TSB suplementado com clorpromazina até se obter uma cultura de SM1 curada do
plasmideo (SM1-curada).

No que diz respeito a resisténcia aos B-lactamicos, observou-se um aumento da
susceptibilidade a alguns antibioticos desta classe, com a cura do plasmideo pSM1,
apesar de se manter a classificacdo como resistente (Tabela 14 — Resultados). Uma vez
que se trata de uma estirpe MRSA e 0s antibidticos para os quais se detectou alteracdo
do halo de inibigdo foram a penicilina, ampicilina e amoxicilina-acido clavulanico, ndo
tendo ocorrido alteracdo do halo para a oxacilina, suspeitou-se que este pudesse resultar
da presenca do gene blaZ no plasmideo pSM1. Esta hipdtese é também suportada por se
saber que os plasmideos agrupados no perfil RT2 (96) contém o gene blaZ. Assim foi
analisada a capacidade de producdo de B-lactamase pela estirpe SM1 e a estirpe SM1-
curada, pelo teste da nitrocefina. Os resultados obtidos confirmaram que o determinante
da B-lactamase se encontra no plasmideo pSM1, uma vez que apenas a estirpe SM1
apresentou um resultado positivo (Figura 15 — Resultados). Este resultado foi ainda
confirmado pela pesquisa do gene blaZ por PCR, tendo-se novamente obtido um
resultado positivo apenas para a estirpe SM1 original (Figura 16 — Resultados).

A accdo das B-lactamases constitui um dos mecanismos de resisténcia aos f-
lactamicos testados, nomeadamente, a penicilina, ampicilina e amoxicilina. No entanto,
a estirpe SM1 é uma estirpe MRSA, o que implica que é resistente a todos os
antibioticos da classe dos B-lactamicos, incluindo as penicilinas semi-sintéticas como a
oxacilina, pela accdo de uma PBP adicional, a PBP2a, ndo se esperando que a perda do
determinante blaZ afecte a resisténcia a estes p-lactamicos (11, 24).

Ainda assim, observou-se um aumento da susceptibilidade aos p-lactamicos
penicilina, ampicilina e amoxicilina-acido clavulanico, que pode estar relacionada com
a perda do determinante blaZ. Esta observacdo pode dever-se ao facto dos genes que

constituem o operdo bla e que regulam a transcricdo do determinante blaZ (blal e
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blaR1), poderem co-regular a expressao do gene mecA e consequentemente, a producao
de PBP2a. Esta interaccdo entre sistemas reguladores deve-se a semelhanca entre o
operéo bla e o elemento mec, na medida em que os genes reguladores da transcri¢do de
mecA, o indutor mecR1 e o repressor mecl, apresentam uma elevada homologia entre os
genes que regulam a transcricao de blaz, blaR1 e blal respectivamante (3, 10, 35).

N&o se verificaram alteracdes no perfil de susceptibilidade aos restantes antibidticos
testados da estirpe SM1 ap6s a cura do plasmideo, o que significa que os restantes
fenotipos de resisténcia encontrados para esta estirpe resultardo de mecanismos de
resisténcia mediados por determinantes cromossomicos.

Relativamente a susceptibilidade aos biocidas e metais pesados, apenas foram
detectadas diferencas nos valores da CMI para o cadmio, visto que os valores de CMI
das estirpes curadas séo inferiores aos da estirpe SM1 original — 0,015 mM e 0,06 mM
respectivamente (Tabela 15 — Resultados). Neste ponto, é importante salientar trés
aspectos: (i) ndo existem valores de breakpoints padronizados que permitam classificar
uma estirpe como resistente ou sensivel ao cadmio, 0 mesmo se passando para 0s outros
metais e biocidas testados; (ii) por esta razdo também ndo existe um valor que
estabeleca o limite entre um nivel de resisténcia alto e baixo. Verifica-se que estes
valores sdo normalmente estabelecidos pelos autores dos estudos publicados. No caso
do cadmio, a definigdo de nivel alto ou baixo de resisténcia € normalmente determinado
pela comparacdo entre valores de CMI observados para estirpes com diferentes
determinantes de resisténcia (21, 67); (iii) a comparacdo entre os valores de CMI
obtidos no presente estudo e aqueles descritos na literatura também ndo pode ser
realizada com total exactiddo com aqueles observados na literatura, uma vez que estas
concentracdes ndo foram determinadas através dos mesmos métodos.

Tendo em conta 0s pontos acima mencionados, considerou-se que o fendtipo de
resisténcia ao cadmio da estirpe SM1 é de baixo nivel, dado que o valor de CMI obtido
¢ apenas 4 vezes superior ao das estirpes curadas. Comparando os resultados obtidos
para a estirpe SM11 e a para a respectiva estirpe curada, SM11-P11C3, verifica-se que a
diferenga entre as respectivas CMIs é de 128 vezes (Tabela 17 — Resultados). Assim, é
possivel deduzir que o plasmideo presente na estirpe SM1, pSM1, contém um
determinante responsavel por baixos niveis de resisténcia ao cadmio, tendo por essa
razdo sido pesquisada a presenca do gene cadD, que se sabe ser responsavel por este
fenotipo, e que ja foi identificado em diferentes plasmideos de S. aureus. Este

determinante codifica uma bomba de efluxo, sobre o qual ainda ndo existem muitos
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dados a nivel estrutural e funcional (21, 40, 49, 67, 79, 115). Apesar dos métodos de
determinacdo dos valores de CMI serem diferentes, o aumento da susceptibilidade ao
cadmio apos a cura do plasmideo pSML1 coincide com o que foi demonstrado noutros
estudos acerca do determinante cadD, em que o nivel de resisténcia ao cadmio
conferido por este determinante é inferior quando comparado com o0 associado ao
determinante cadA (21, 67, 79). Esta comparacdo foi possivel devido aos resultados
obtidos para a estirpe SM11 e a estirpe SM11-curada.

E também importante salientar que n&o existem muitas publicaces que abordem os
pontos mencionados anteriormente e especialmente acerca do determinante cadD, o que
dificulta a tarefa da determinacdo do fendtipo das estirpes em estudo, relativamente a
resisténcia ao cadmio (21, 49, 67, 79, 115).

Os resultados obtidos confirmaram que o determinante cadD se encontra no
plasmideo pSM1, uma vez que a estirpe SM1 apresentou um resultado positivo apos a
pesquisa do gene por PCR, em oposi¢do ao resultado negativo obtido para a estirpe
curada (Figura 17 — Resultados).

Em resumo, foi possivel determinar a presenca dos determinantes blaZ e cadD no
plasmideo pSM1 e associa-los as resisténcias aos p-lactamicos (penicilina, ampicilina e
amoxicilina-a4cido clavulanico) e a susceptibilidade reduzida ao cadmio,
respectivamente. A deteccdo simultanea destes dois genes no plasmideo pSML1 vai ao
encontro dos resultados de Shearer e colegas, que referem a presenca destes dois
determinantes nos plasmideos agrupados no perfil RT2 (96). Este resultado vem
também ao encontro de outros estudos que referem a presenca simultanea do
determinante blaZ (juntamente com o gene repressor blal e o gene indutor blaR1) e do
gene cadD no mesmo plasmideo, bem como de de outros determinantes de resisténcia e
viruléncia, presenca essa que podera ser motivo de estudos adicionais de pSM1 no
futuro (21, 49, 67, 79, 96, 115).

e Estudo do plasmideo pSM11 — Perfil P2

A digestdo dos plasmideos isolados das estirpes SM11 e SM13 com as enzimas
Accl e EcoRlI (Figuras 5 e 8 — Resultados) confirmou que se trata de um plasmideo com
0 mesmo perfil de restrigdo, tendo sido classificado no perfil P2. Este plasmideo é maior
do que o plasmideo pSM1, estimando-se que tenha 36,6 kb. Este valor foi calculado

com base na soma dos tamanhos dos fragmentos obtidos apds a digestdo com EcoRI, em
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que foi possivel distinguir um maior nimero de fragmentos de restri¢ao, face ao perfil
de bandas obtidas com Accl.

No que diz respeito ao perfil de resisténcia aos antibidticos, ndo foram detectadas
diferencas entre os fenotipos das estirpes SM11 e SM1l-curada (Tabela 16 —
Resultados). Isto indica que o plasmideo ndo inclui nenhum determinante que confira
resisténcias aos antibidticos testados no ambito deste trabalho. Porém, uma vez que nédo
se determinou a sequéncia do plasmideo pSM11, ndo € possivel descartar a hipotese de
existirem neste plasmideo determinantes associados a resisténcia a outros antibidticos
que ndo tenham sido testados no decurso deste estudo.

Quanto ao perfil de resisténcia aos biocidas, ndo se observaram diferengas nos
valores de CMI obtidos para os compostos testados entre a estirpe SM11 original e a
estirpe SM11-curada, ndo havendo por isso diferencas no fendtipo de susceptibilidade.
Contudo, verificaram-se diferencas entre os niveis de susceptibilidade das duas estirpes
aos metais pesados, em particular para o cadmio e o zinco, embora a diferenca seja
maior no caso do cadmio (Tabela 17 — Resultados).

Tendo em conta o referido anteriormente acerca da resisténcia ao cadmio (pagina
74), quando analisados os valores de CMI obtidos para as estirpes curadas dos
plasmideos pSM1 e pSM11, considerou-se que o Ultimo estara associado a resisténcia
de alto nivel a este composto, uma vez que a CMI do cadmio para a estirpe SM11 é 128
vezes maior que a da estirpe SM11-curada (respectivamente, 1 mM e 0,0075 mM).
Adicionalmente, foi também observada uma alteracdo nos valores de CMI do zinco para
a estirpe SM11-curada, sendo a sua CMI 4 vezes menor do que a estirpe original (0,25
mM e 1mM, respectivamente). Foi por isso considerado que a estirpe SM11 apresenta
um nivel baixo de resisténcia ao zinco.

A analise destes resultados sugere que o plasmideo pSM11 podera transportar dois
determinantes distintos, um capaz de conferir resisténcia de alto nivel ao cadmio e outro
associado a resisténcia de baixo nivel ao zinco ou, alternativamente, um s6 determinante
que codifique uma proteina capaz de conferir simultaneamente estes dois fendtipos de
resisténcia, sendo este segundo caso a situagdo mais frequentemente descrita para S.
aureus (9, 38, 62).

De acordo com os estudos publicados, esse determinante seria o cadA, que codifica
uma bomba de efluxo, CadA. Esta corresponde a uma proteina com 727 aminoacidos
que demonstra semelhangas com as ATPases da classe P. Assim, o determinante cadA

codifica uma uma ATPase que utiliza directamente a energia resultante da hidrélise do
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ATP para expulsar da célula diferentes compostos, que incluem o cadmio, zinco e
chumbo (21, 38, 62, 78, 82, 99, 117).

A presenca deste gene foi confirmada através da amplificagdo por PCR de um
fragmento interno ao gene cadA, sendo possivel observar a auséncia do mesmo na
estirpe curada (Figura 20 — Resultados). Sabe-se também que o fendtipo de resisténcia
de alto nivel ao cAdmio e de baixo nivel ao zinco observado para a estirpe SM11, s0 é
possivel devido a presenca ndo s6 do gene cadA mas também do seu regulador cadC
(21, 99, 118), que neste caso ndo foi detectado pelo ensaio de PCR uma vez que 0s
primers utilizados sao especificos para amplificacdo de cadA.

Por esta razdo e também de forma a perceber se existem outros genes de resisténcia
a antibidticos, seria interessante no futuro estudar mais aprofundadamente este
plasmideo e, em concreto, determinar a sua sequéncia completa, visto que a presenca do
determinante cadA em plasmideos esta muitas vezes associada a outros determinantes
de resisténcia a compostos antimicrobianos (62). Um exemplo é o plasmideo p1258 que
apresenta também o determinante blaZz (78), determinantne que se sabe ndo estar
presente em pSM11, uma vez que as estirpes SM11 original e curada apresentam um
resultado positivo no teste da nitrocefina (dados ndo apresentados), o que indica que
este determinante deverd estar no cromossoma (81). Um outro caso é dado pela
presenca simultanea dos determinantes cadA e cadB (associado a um baixo nivel de
resisténcia ao cadmio) no plasmideo pli147, em que o efeito do determinante cadA
sobre a susceptibilidade ao cadmio dissimula a presenca de cadB, visto que este confere

um nivel mais baixo de resisténcia ao cadmio, comparativamente a cadA (100).

e Estudo do plasmideo pSM26 — Perfil P10

Dentro do conjunto de 11 perfis plasmidicos estabelecidos para a coleccdo de
estirpes em estudo, apenas dois incluem um plasmideo pequeno (< 3 kb): os perfis P7 e
P10 (Figura 10 — Resultados). Assim, foram também selecionadas, para uma
caracterizacdo mais detalhada, estirpes representativas de cada perfil, nomeadamente a
estirpe SM4, com o perfil P7, e a estirpe SM26, a Gnica que apresenta o perfil P10. As
duas estirpes foram sujeitas ao processo de cura dos respectivos plasmideos, seguindo a
estratégia anteriormente utilizada. No entanto e apesar de varias tentativas, apenas foi
identificada uma estirpe potencialmente curada a partir de SM26, a estirpe SM26-
P11C35 (Figura 22 — Resultados).
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pSM26 trata-se de um plasmideo de pequenas dimensdes (de 2,6 kb de acordo com
o perfil de restricdo com Accl), que se insere na classe | dos plasmideos de
Staphylococcus, constituida por plasmideos de pequenas dimensbes (1 a 5 kb) e
presentes na célula bacteriana em elevado numero de copias (77). Tendo em conta o
tamanho estimado de pSM26, espera-se que a partida se trate de um plasmideo criptico
ou que apresente um Unico gene de resisténcia para compostos antimicrobianos (46, 64,
82).

Apos a cura do plasmideo pSM26 foram detectadas alteracdes significativas no
antibiograma, nomeadamente a nivel dos fenotipos de resisténcia a eritromicina e
clindamicina.

O fendtipo de resisténcia aos macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do tipo
B é denominado MLSg e pode ser induzido ou constitutivo (52, 53, 89). No caso da
estirpe SM26, constata-se que o fendtipo de resisténcia € do tipo induzido. Isto porque
esta estirpe apresenta resisténcia a eritromicina, um macrdlido composto por 14 anéis, e
aparente susceptibilidade a clindamicina e quinupristina/dalfopristina. Esta observacgdo é
caracteristica do fenotipo MLSgi. A realizagdo do “D-teste” permitiu confirmar que a
estirpe SM26 apresenta uma resisténcia a clindamicina que é induzida pela eritromicina,
dada a deformacdo do halo de inibigdo em redor deste antibidtico, formando um “D”
(28, 52, 53, 89). Quando aplicado o mesmo procedimento a estirpe SM26-curada,
verifica-se que a estirpe perde a resisténcia a eritromicina perdendo consequentemente,
a resisténcia induzida a clindamicina (Figura 24 — Resultados). Isto permite confirmar
que o plasmideo pSM26 esta envolvido na resisténcia a estes dois antibi6ticos. E de
salientar que apesar de o fendtipo MLSg estar também associado a resisténcia as
estreptograminas B, ndo foi observada resisténcia a quinupristina/dalfopristina tanto na
estirpe SM26 original como na curada. No entanto, este antibidtico é composto por uma
combinacdo dos dois tipos de estreptograminas, isto €, uma estreptograminas do tipo A
— dalfopristina — e uma do tipo B — quinupristina — e a resisténcia a esta combinacao
permanece um acontecimento raro (53).

Tendo em conta estas observaces, foi feita a pesquisa, através de amplifica¢do por
PCR, do determinante plasmidico responsavel por conferir o fendtipo MLSgi, tendo-se
pesquisado os genes ermB e ermC. A escolha destes genes teve em conta (i) o facto de
0s genes do tipo erm (erythromycin ribossome methylase), incluindo ermB e ermC,
serem responsaveis pelo fenotipo MLSgi; (ii) a presenca destes dois genes se encontrar

descrita em plasmideos de S. aureus, mais concretamente em plasmideos de pequenas
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dimensbes (50, 53, 59, 62, 77, 90, 114); (iii) serem o0s genes do tipo erm mais
prevalentes em S. aureus, para além de ermA, cuja presenca em S. aureus esta apenas
descrita no cromossoma (2, 28, 52, 90, 93, 114). Estes genes codificam metilases de
rRNA, gue metilam um residuo de adenina do 23S rRNA, o0 que por sua vez impede a
ligacdo das trés classes antibioticos a subunidade 50S do ribossoma, resultando na
resisténcia do tipo MLSg. Na resisténcia induzida, é produzido mRNA inactivo, incapaz
de codificar as metilases. Este mMRNA torna-se activo apenas ap0s a exposi¢do a um
macrolido indutor, neste caso a eritromicina (2, 28, 50, 52, 89). Porém, ha que ter em
conta que os genes referidos, ermA, ermB e ermC, sdo também os mais frequentemente
pesquisados, o que podera de algum modo influenciar as frequéncias atribuidas a estes
determinantes erm em S. aureus (2, 90, 93).

A pesquisa destes determinantes por PCR nas estirpes SM26 original e SM26-
curada demonstrou que o gene presente no plasmideo pSM26 e responsavel pela
resisténcia a eritromicina e resisténcia induzida a clindamicina na estirpe SM26 € o gene
ermC.

Visto que apds a cura do plasmideo pSM26 nao foram identificadas diferencas
significativas para os restantes antibioticos nem nos valores de CMIs para os biocidas e
metais pesados, o facto de se puder associar a resisténcia a eritromicina e a resisténcia
induzida a clindamicina a um Unico determinante, vai ao encontro do esperado, visto
tratar-se este de um plasmideo de pequenas dimensdes.

Em relacdo a resisténcia a clindamicina, importa ainda referir um aspecto adicional.
Ao longo deste estudo detectaram-se 43 estirpes resistentes a clindamicina, 28 das quais
apresentavam resisténcia induzida, 16 resisténcia constitutiva (resultado de “D-teste”
negativo) e duas (SM35 e SM43) apresentavam simultaneamente resisténcia induzida e
constitutiva, isto &, um resultado positivo no “D-teste” e também um fenétipo de
resisténcia sem a colocacdo do disco de eritromicina nas proximidades do disco de
clindamicina. Isto acontece porque o fendtipo MLSgi ndo é detectado através dos
métodos de antibiograma convencionais, isto €, determinacdo de CMIs, Kirby-Bauer
com colocagdo convencional dos discos de antibiético, métodos automatizados ou E-
test®, o que pode significar que na pratica laboratorial comum, em que se utilizam
alguns destes métodos, as estirpes sejam classificadas erradamente como sensiveis a
clindamicina (28, 52). A principal consequéncia da caracterizagéo fenotipica incorrecta
das estirpes é a seleccdo de estirpes com mutacGes na regido promotora dos genes erm,

neste caso ermC, que permitem a producdo das metilases do ribossoma sem ser
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necessaria a ac¢do de um indutor. Uma vez que estes mutantes sdo resistentes tanto a
eritromicina como a clindamicina, quando aplicada a terapéutica com clindamicina esta
é ineficaz o que pode implicar graves consequéncias no tratamento destas infecgdes (51,
52, 97).

e Conclusfes Gerais

Os resultados obtidos ao longo do trabalho desenvolvido para esta tese evidenciam
a importancia dos plasmideos no desenvolvimento de resisténcias a diferentes
compostos antimicrobianos em estirpes de S. aureus.

Uma vez que a coleccdo de estirpes em estudo era extensa, assim como o nimero
de perfis plasmidicos identificados, ndo foi possivel determinar o contributo de todos
estes plasmideos para o perfil de susceptibilidade aos compostos antimicrobianos das
estirpes em estudo. Ainda assim, uma vez que foram estudados alguns dos plasmideos
mais prevalentes da colec¢do, nomeadamente o plasmideo pSM1, foi possivel obter uma
perspectiva razoavel acerca do contributo dos determinantes plasmidicos no perfil de
susceptibilidade.

Embora ndo exista um vasto registo deste tipo de estudos em Portugal, ja em 1989
foi realizado um estudo semelhante, na medida em que incluia a anélise dos plasmideos
de uma coleccdo de estirpes MRSA, também ela isolada num laborat6rio hospitalar de
Lisboa, embora nesse trabalho tivesse sido analisada uma colec¢do de isolados
consideravelmente maior (219 isolados) que a colecc¢do aqui em estudo (72). No estudo
de Melo Cristino et al. verificou-se foi que apesar de ter sido identificado um elevado
namero de isolados com plasmideos, os perfis de resisténcia aos compostos
antimicrobianos (nomeadamente antibiéticos) ndo eram, na grande maioria, associados
aos plasmideos identificados (72). Além disso, os fendtipos de resisténcia
correlacionados com os plasmideos identificados por Melo Cristino et al., sdo distintos
dos encontrados nas estirpes da colec¢do em estudo. Apesar das diferencas entre os dois
estudos, estas observagdes reforcam a importancia destes EGMs para a disseminacao
destas estirpes em ambiente hospitalar, visto que a perda e/ou ganho de novos
plasmideos esta associada a diferentes fenotipos de resisténcia que favorecem a sua
manutencao nestes ambientes.

Tendo em conta os genes identificados no presente trabalho, verificou-se que o
fendtipo de resisténcia ao cadmio é bastante frequente e foi inclusivamente detectado
nos plasmideos pSM1 e pSM11, apesar de, neste caso ser o resultado de determinantes
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distintos (cadD e cadA, respectivamente). Ao contrario de alguns metais que séo
essenciais para o metabolismo de organismos procariontes e eucariontes, ainda que em
concentragfes muito baixas, o cddmio nédo é essencial para o desenvolvimento celular e
é extremamente toxico, mesmo a baixas concentracdes (106). Este € um elemento muito
raro e quando encontrado no ambiente estd em concentracdes residuais, podendo mesmo
assim encontrar-se como contaminante, devido a processos industriais (e.g. desperdicios
de producdes mineiras, producdo de ferro e aco, queima de combustiveis fosseis e de
lixo doméstico), ao fumo do tabaco, a utilizacdo de fertilizantes e pesticidas, entre
outros (96, 106). Embora as estirpes em estudo tenham sido isoladas num laboratério
hospitalar, isso ndo implica que todas as estirpes estudadas sejam de origem hospitalar,
podendo incluir algumas estirpes adquiridas na comunidade. Havendo esta hipétese, e
tendo em conta a (i) capacidade de transferéncia horizontal genética, por intermédio de
plasmideos, entre diferentes estirpes de S. aureus, inclusivamente de origem animal
(112); (ii) o facto dos genes de resisténcia ao cddmio terem sido detectados em
plasmideos; e (iii) o facto do cadmio ser um agente poluente do meio ambiente, ser um
dos constituintes do fumo do tabaco e poder estar presente como contaminante de solos
e aguas utilizados em meios agricolas e pecudria (106), podera explicar a disseminagéo
destes determinantes, que poderdo apresentar vantagens evolutivas para estas estirpes
quando inseridas no meio ambiente. No entanto, estes genes (cadA e cadD) estdo
normalmente associados a plasmideos que transportam também outros determinantes de
resisténcia, nomeadamente genes de resisténcia aos p-lactamicos (blaz), ndo sendo por
isso muito provavel que o sucesso destas estirpes em ambientes hospitalares se deva a
baixa susceptibilidade ao cadmio que conferem, tendo também em conta que um dos
determinantes confere um nivel de resisténcia baixo ao cadmio (cadD). Assim, sera
mais provavel que tenha sido a associacao entre os determinantes cad e blaZ o principal
factor na disseminacdo dos determinantes cad e o fen6tipo associado nestas estirpes, 0
que levanta a questdo da potencial co-seleccdo de resisténcia entre antibiéticos e metais
pesados.

Observou-se também que a maioria das estirpes é constituida por plasmideos de
grandes dimensdes, que normalmente transportam varios determinantes de resisténcia.
Porém, no caso dos plasmideos pSM1 e pSM11, verificou-se através da comparacao
entre os resultados do antibiograma e das CMIs das estirpes originais e as respectivas
estipes curadas, que a maioria dos fenétipos de resisténcia identificados ndo estava

associada a determinantes plasmidicos. Isto significa que estes plasmideos apresentam,
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muito provavelmente, ou outros determinantes de resisténcia a compostos que néo
tenham sido testados (e.g. mercurio) (62, 69) ou outro tipo de vantagens para a
sobrevivéncia destas estirpes no ambiente, nomeadamente genes de viruléncia (e.g
genes codificadores de toxinas) (69, 96) ou de transferéncia por conjugacao (e.g genes
tra) (77). Por esta razdo, seria de interesse no futuro realizar um estudo mais
aprofundado dos plasmideos pSM1 e pSM11, além dos restantes plasmideos néo
abordados nesta dissertacdo, através do estudo das sequéncias nucleotidicas e da andlise
da sua eventual associagdo com um conjunto mais alargado de agentes antimicrobianos.
Seria também interessante aplicar a abordagem experimental utilizada, ao estudo das
estirpes com mais do que um plasmideo, de forma a confirmar se os plasmideos
identificados isoladamente s&o comuns entre diferentes perfis e quais as resisténcias, se
presentes, associadas a cada um.

Outro resultado importante foi a cura de um dos plasmideos de pequenas
dimensdes, pSM26, através do método de passagens sucessivas com clorpromazina, € a
consequente associagdo do fendtipo MLSgi ao determinante plasmidico ermC. Nestes
casos é muito importante a correcta atribuicdo do fendtipo de resisténcia induzida, uma
vez que a resisténcia induzida a clindamicina é uma das principais razGes para o
insucesso terapéutico deste antibiotico (28, 52, 116). Por esta razdo é tdo importante e
inclusivamente aconselhado por alguns autores como préatica de rotina laboratorial, a
realizagdo do “D-teste” em casos de infecgdo por estirpes de S. aureus resistentes a
eritromicina. Uma vez que o fendtipo de resisténcia a eritromicina pode dever-se a
outros mecanismos (e.g. bombas de efluxo e modificagdo enzimatica), o “D-teste” ¢ um
bom progndstico para o aparecimento de resisténcia constitutiva a clindamicina por
intermédio de mutagcfes que tornam a terapéutica com este antibidtico indtil (51, 52, 97,
116).

Considerando os resultados descritos nesta dissertacdo, existem ainda muitos
caminhos por explorar no que diz respeito aos plasmideos e ao seu contributo para o
sucesso na disseminacdo de resisténcias em S. aureus, uma vez que sdo uma principais
formas de transferéncia de genes nesta bactéria. A importancia destes EGMs ndo esta
somente relacionada com a disseminagdo de determinantes de resisténcia, mas também
associada com o transporte de outros genes igualmente importantes para 0 sucesso da
sua disseminacdo, como por exemplo genes associados a viruléncia que codificam para
toxinas, entre outros, que ndo foram abordados ao longo deste estudo. Desta forma seria

interessante, no futuro, direcionar o estudo destes plasmideos de modo a incluir também
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a deteccéo de genes de viruléncia, de modo a obter uma visao mais compreensiva do seu
papel nas estirpes que os transportam.

Nos ultimos anos a investigacdo acerca dos plasmideos de Staphylococcus spp. tem
vindo a ganhar um novo félego, havendo especial interesse no conhecimento mais
aprofundado acerca dos seus mecanismos de transferéncia e dos genes de resisténcia
e/ou viruléncia que podem transportar e transferir, particularmente entre estirpes de

origem humana e animal ou mesmo entre diferentes espécies.
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