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Abstract

Currently, antibiotic resistance is presented globally as a serious problem that worsens
daily, and since more resistant bacteria, with the capacity to transfer genes keep emerging,
it becomes a topic of uttermost importance. Mollusks are a highly appreciated food,
however, these organisms feed through filtering, which leads to the accumulation of a
varied community of microorganisms in its tissues, and when consumed raw or
unproperly cooked, the transference of genes, from its microorganisms to the human
gastrointestinal flora may occur. The interaction between these two groups of
microorganisms can generate the transference of resistance genes. The main objective of
this study consists in the screening of genetic determinants of resistance to antimicrobial
compounds present in enterobacteria and Vibrio isolated from mollusks collected from
two geographical zones in Portugal. Both group of microorganisms were isolated in
selective media TCBS and Chromocult from Ruditapes decussatus and Ruditapes
philippinarum samples from Obidos lagoon, and Ruditapes decussatus samples from Ria
Formosa in Algarve. 43 microorganisms belonging to Vibrio genus and 18 enterobacteria
were isolated. Optimal growth conditions for Vibrio were stablished, with best results
determined as 28°C in both selective (TCBS) and non-selective media (Muller-Hinton)
supplemented with NaCl (1,5%). Phenotypic resistance tests to five antimicrobials,
namely cefotaxime, imipenem, ciprofloxacin, meropenem and colistin, were carried out.
The screening of 23 resistance genes was done through PCR (gnrS, gnrA, gnrB, gnrC,
gnrD, gepA, blaive, blavim, blakec, blanom, blaoxa, blactx-m, blasnv, blatem, mer-1, mer-
2, mcr-3, mcr-4, mer-5, mer-6, mer-7, mer-8, mcr-9). Phenotypic resistance to colistin
and its respective genetic marker mcr-1, were found in three Vibrio spp. Isolates, EVO7V
isolated from Ruditapes decussatus from Algarve and NJ21V and NJ22V isolated from
Ruditapes philippinarum from Obidos.

Key-words: Antimicrobial resistance, clams, colistin, enterobacteria, mcr-1, Vibrio.






Resumo

Atualmente, a resisténcia global a antibidticos é um problema sério que se agrava a cada
dia, sendo que o répido aparecimento de bactérias resistentes com a capacidade de
transferir genes torna-se um topico de grande importancia. Um dos alimentos bastante
apreciado sdo os moluscos, contudo, estes organismos alimentam-se atraves de filtracdo,
0 que leva a que possam acumular uma variada comunidade de microrganismos nos seus
tecidos. Se forem consumidos crus ou cozinhados de forma inapropriada,poderé ocorrer
a transferéncia de genes dos microrganismos presentes nos moluscos para a flora
gastrointestinal humana. Havendo esta interacdo podera ocorrer a transferéncia de genes
de resisténcia entre os dois grupos de microrganismos. O objetivo deste trabalho consiste na
pesquisa de determinantes genéticos de resisténcia a compostos antimicrobianos
presentes em enterobactérias e Vibrio isolados de moluscos, recolhidos de duas zonas
geograficas de Portugal. Foram isolados os dois grupos de microrganismos em meios
seletivos TCBS e Chromocult a partir de amostras de Ruditapes decussatus e Ruditapes
philippinarum da Lagoa de Obidos e de Ruditapes decussatus da Ria Formosa no
Algarve. Obtiveram-se 43 isolados pertencente ao género Vibrio e 18 enterobactérias. As
condi¢cdes 6timas de crescimento de Vibrio foram estabelecidas, tendo-se obtido
melhores resultados de crescimento a 28°C em médios selectivos (TCBS) e ndo selectivos
(Muller-Hinton) suplementados com NaCl (1,5%). Foram realizados testes de resisténcia
fenotipica a cinco antimicrobianos, = nomeadamente  cefotaxima, imipenemo,
ciprofloxacina, meropenemo e colistina. A pesquisa de 23 genes de resisténcia foi feita
através de PCR (qgnrS, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gepA, blaive, blavim, blakec, blanom,
blaoxa, blactx-m, blaskv, blarem, mer-1, mer-2, mer-3, mer-4, mer-5, mer-6, mer-7, mcr-
8, mcr-9). Foram encontradas resisténcias fenotipicas a colistina em trés isolados de
Vibrio spp., EVO7V isolado de Ruditapes decusssatus do Algarve e NJ21V e NJ22V
isolados de Ruditapes philippinarum de Obidos e o respetivo marcador genético de

resisténcia mcr-1.

Palavras-chave: Améijoas, colistina, enterobactérias, mcr-1, resisténcia a

antimicrobianos, Vibrio
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1. Introducéo

Atualmente, a resisténcia global a antibidticos € um problema sério que se agrava a cada
dia, razdo pela qual os setores farmacéutico, biotecnoldgico e da satde tém um papel
fundamental em fornecer solugdes para evitar esse problema, sendo necessario analisar a
resisténcia de bactérias a antibioticos e a sua presenca em produtos destinados a
alimentacdo (Matveikova, 2018). A resisténcia bacteriana aos antibidticos pode estar
relacionada com mecanismos intrinsecos ou extrinsecos das bactérias, ou seja,
adaptativos das bactérias, mas a principal causa € o uso indiscriminado desses
medicamentos (Acevedo et al., 2015).

As bactérias sdo frequentemente consideradas agentes etioldgicos de  doencas
(patogénicos) mas isso estd longe de ser verdade, jA que das milhares de espécies
existentes apenas algumas sdo prejudiciais aos seres humanos, as restantes sdo até
benéficas e tém papéis importantes no nosso corpo e no meio ambiente (Lima et al.,
2017).

Desde a descoberta de antibidticos por Alexander Fleming em 1928, esses compostos
tornaram-se drogas desenvolvidas para melhorar a satde humana ou; para prevenir e
tratar infecbes de animais e plantas (Alos, 2015). Quando os antibidticos foram
introduzidos na medicina, converteram-se numa das invencgdes mais importantes para o

controlo de doencas infeciosas tendo salvado milhdes de vidas (Dubert et al., 2016).

Uma ameaca crescente e prejudicial a eficacia desses medicamentos € a resisténcia
bacteriana aos antibidticos. Esta pode ser definida como a capacidade de uma bactéria
sobreviver em concentracGes de antibioticos que inibem ou matam outras da mesma
espécie. O uso indevido de antibidticos e agentes antimicrobianos, em medicina humana,
em veterinaria e na agricultura originou elevadas transformac6es nas comunidades de
bactérias ambientais que resulta na difuséo de genes de resisténcia; bem como de agentes
seletivos (antibioticos, biocidas, poluentes ambientais, entre outros) que estdo
distribuidos pelos diferentes ecossistemas, aumentando a capacidade de resisténcia das
bactérias (Dubert et al., 2016). O maior risco associado ao uso extensivo de

antimicrobianos € o desenvolvimento de bactérias resistentes no ambiente aquético que



podem disseminar genes de resisténcia para outras bactérias, capazes de causar serios

danos a satde humana e animal (FAO, 2019).

O répido crescimento populacional sugere uma necessidade crescente de fontes
alimentares mais sustentaveis, como a pesca, a colheita de produtos alimentares marinhos
e a aquacultura (FAO, 2018a). Nessas areas, 0s moluscos ganharam interesse porque a
sua producdo e captura sdo faceis, tém baixo impacto ambiental e sdo uma fonte de
acidos gordos essenciais (Helm, 2006). A aquacultura de moluscos bivalves cresceu
significativamente nos dltimos anos, no entanto, grande parte da sua producdo ainda vem

de populacGes selvagens (IPAC, 2019).

1.1 Aquacultura

Agquacultura ou aquicultura pode ser definida como um conjunto de estratégias, técnicas
e atividades para criar espécies aquéticas e vegetais, em ambientes controlados, sejam de
agua doce, salgada ou salobra sob cuidados humanos (Brito, 2016).

E uma prética que ganhou interesse recentemente, mas é quase t&o antiga quanto os outros
sistemas de producdo de alimentos, sendo que a referéncia mais antiga sobre préaticas de
producdo de peixes remonta ha aproximadamente 4000 anos atras na China e 3500 anos
na Mesopotamia. Na China antiga, observou-se a producao de peixes combinada com as
culturas de arroz. Algumas outras civilizacbes, como a Babildnica, Egipcia e a Grega,
deixaram evidéncias sobre o cultivo de espécies aquaticas, e por sua vez na Europa, 0s
antigos romanos da Era Imperial criaram peixes como parte do sistema de producéo de
alimentos, uma préatica habitual nos mosteiros cristdos da Europa central, que no século
XIX ganhou maior importancia com a criacdo do primeiro centro de estudos sobre

aquacultura numa cidade francesa chamada Huningue (IPAC, 2019).



1.1.1 Aquacultura em Portugal

A aquacultura em Portugal desenvolveu-se bastante nas ultimas décadas, sendo que em
termos de producéo os dois produtos mais importantes sdo os peixes de dgua doce, peixes

marinhos e o terceiro grupo mais importante séo os bivalves (IPAC, 2019).

Portugal possui uma grande quantidade de producéo aquicola. De acordo com a Direcéo
Geral dos Recursos Naturais, Seguranca e Servicos Maritimos (DGRM) em 2017, foram
produzidas 12.559 toneladas, com um crescimento medio anual de 11,5%, valor que

permanece em ascensdo desde 2000, como pode ser visto na figura 1.1 (INE, 2019).

Trutas W Peixes Moluscos

Figura 1.1 Producéo anual de aquacultura em Portugal desde 2000 (INE, 2019).

O cultivo de moluscos ocupa o primeiro lugar na aquicultura portuguesa, com um total
de 56,7%, e nessa classificacdo as améijoas sao as espécies mais relevantes, com um total
de 3 887 toneladas , uma percentagem de 23,2%, como pode ser visto na figura 1.2
(Marulanda, 2019).
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Figura 1.2 Producédo aquicola de Portugal (IPAC, 2019), dados apresentados em percentagem
de cada espécie produzida durante o ano 2018.

A aquacultura é uma parte importante no que corresponde aos alimentos ricos em
proteinas. Pode ser catalogada como uma industria verde, pois pode fornecer bens e
servicos mais ecoldgicos, como reducdo de turbidez e hipdxia nas aguas, controlo de
nutrientes por filtracdo de particulas organicas em suspenséo, reducdo de sintomas de
eutrofizacdo, além de constituir um habitat para invertebrados e uma fonte de alimento
para predadores (FAO, 2019).

As duas espécies que irdo ser alvo de estudo sdo Ruditapes decussatus e Ruditapes

philippinarum

1.1.1.1 Ruditapes decussatus

E uma espécie de molusco bivalve da familia Veneridae e sua classificacdo taxonomica
esta descrita na tabela 1.1. A concha € marcadamente oval ou quadrada, tem uma linha
reta na dobradica traseira e a margem posterior é truncada, a linha da dobradica anterior
inclina-se em direcdo & sua margem; na parte traseira possui uma concha decussada,
apresenta estrias finas linhas concéntricas e radiais marcadas, cada folheto possui trés

dentes cardinais, o seio palial tem a forma de uma letra “U” (FAO, 2019).



Tabela 1.1 Classificacdo taxondmica de Ruditapes decussatus (Worms, 2015)

Reino: Animélia
Filo: Mollusca
Classe: Bivalvia

Subclasse: | Heterodonta

Ordem: Veneroida

Familia: Veneridae

Género: Ruditapes

Espécie: Decussatus

A sua distribuicdo geogréfica vai desde o sudoeste de Inglaterra até a Peninsula Ibérica e
0 Mar Mediterraneo, podendo ser também encontrada de sul a leste de Marrocos e Senegal
e por toda a Africa Ocidental, como mostra na figura 1.3 (WoRMS, 2019).

Figura 1.3 Distribuicéo geogréfica de Ruditapes decussatus (Cordero et al., 2017).

1.1.1.2 Ruditapes philippinarum

A améijoa japonica (Ruditapes philippinarum), € uma espécie de molusco bivalve da
familia Veneridae (tabela 1.2), sendo muito apreciada como produto alimentar marinho.
A sua producdo representa 25% da produgdo mundial. Possui uma concha equivalva
solida e ndo-equilateral que tem picos na metade anterior, o seu perfil é tipicamente

ovoide, possui um corpo eliptico castanho que se estende quase inteiramente a margem



posterior. Possui anéis de crescimento notorios, trés dentes cardinais em cada valva, ndo
possuem dentes laterais, o seio palial é profundo, mas raramente se estende além do centro
(FAO, 2018b).

Tabela 1.2 Classificagdo taxondmica de Ruditapes philippinarum (WoRMS, 2015).

Reino: Animalia
Filo: Mollusca
Classe: Bivalvia
Subclasse: Heterodonta
Ordem: Veneridae

Superfamilia: | Veneroida

Family: Veneridae
Genus: Ruditapes
Espécies: Philippinarum

Nome: Ruditapes philippinarum

Este molusco €é nativo do Japdo, mas tem uma ampla distribuicdo nos oceanos indico e
Pacifico, do Paquistdo a Russia, foi introduzido ao longo do Pacifico Norte, ilhas do Havai
e nos ultimos 20 anos ao longo da costa européia desde Reino Unido ao Mediterraneo,

como mostra a (Figura 1.4).

Figura 1.4 Distribuicdo global de Ruditapes philippinarum (Egas et al., 2016).



1.2 Antibiéticos

Antibioticos sdo substancias produzidas por vérias espécies de microrganismos, como
bactérias e fungos, capazes de impedir o crescimento de microrganismos, sendo
classificados como bacteriostaticos, ou causar a morte de microrganismos, sendo neste
caso designados bactericidas (Sengupta et al., 2013). A sua descoberta foi um dos grandes
avancos da medicina moderna, pois 0 uso dessas substancias permite controlar os
processos infeciosos. A terapia antimicrobiana teve inicio em 1935 com a descoberta e
do uso de sulfamidas, seguindo-se o uso clinico da penicilina em 1940. Desde entéo,
dezenas de familias de antimicrobianos foram introduzidas na pratica clinica (Sengupta
etal., 2013).

O termo antibiotico significa literalmente "contra a vida e foi cunhado por Waksman em
1942 usado para descrever substancias produzidas por bactérias capazes de inibir o

crescimento de outras (Burnett & McCarthy, 2011).

Por vezes € feita uma distin¢do entre antibidticos e antimicrobianos, considerando-se
aqueles produzidos por microrganismos como antibioticos e aqueles parciais ou

totalmente sintetizados pelo homem, como antimicrobianos (Correia, 2016).

Assim, podemos definir um composto antimicrobiano como uma substancia sintética ou
natural que pode matar ou inibir o crescimento de microrganismos como bactérias, fungos
e algas; nem todos os antimicrobianos sdo considerados antibidticos (Surat & Davis,
2018). Ao longo deste trabalho é utilizado o termo antimicrobiano para referir os dois
tipos de compostos.

No presente trabalho, serdo discutidos alguns aspetos referentes a resisténcia aos
antimicrobianos quinolonas, colistina, carbapenemos e cefalosporina (Tabela 1.3)
presente em microrganismos isolados de moluscos selvagens, R. decussatus e

R. philippinarum e aos mecanismos de a¢ao associados.



Tabela 1.3 Antimicrobianos de interesse, e respectivos mecanismos de acao e seus

representantes (Calvo & Martinez, 2009).

MECANISMO ANTIMICROBIANOS
~ GRUPOS SUBGRUPO
DE ACAO REPRESENTANTES
Naturais: Penicilina G, penicilina V
Res. a penicilinasas: Cloxacilina,
meticilina, oxacilina
Penicilinas - — —
Aminopenicilinas: Ampicilina,
amoxicilina
Carboxipenicilinas: carbenicilina,
Inibicdo da . _
) 12 gen.: Cefalotina, cefazolina
sintese da .
B-lactamicos 28 gen.. Cefaclor, cefotetan,
parede
. cefoxitina, cefuroxima
bacteriana Cefalosporinas
3% gen.. Cefixima, cefotaxima,
ceftazidima, ceftriaxona
42 gen.: Cefepima, cefpiroma
Carbapenemos  |Doripenem, ertapenem, imipenem,
meropenem
Monobactamicos |Aztreonam
12 gen.. Acido nalidixico, &cido
pipemidico
Metabolismo

prejudicado ou
estrutura de

acido nucleico

Quinolonas

22 gen.: Norfloxacino

32 gen.: Ciprofloxacina,

levofloxacina

42 gen.: Gemifloxacina,

moxifloxacina,

Alterar a
permeabilidade

da parede

Polimixinas

Colistina




1.2.1 Mecanismos de a¢édo dos antimicrobianos

Os antimicrobianos geralmente atuam sobre funcdes bioldgicas essenciais para a vida ou
para o crescimento dos microrganismos sendo que a forma de acdo é dependente da sua
estrutura quimica e da sua capacidade de interagir com qualquer uma das biomoléculas

ou estruturas envolvidas nessas funcdes (Mullis et al., 2019).

1.2.1.1 Inibicéo da sintese da parede celular

A parede celular mantém a integridade anatémica e fisioldgica das bactérias e é capaz de
suportar uma forte pressdo osmotica gerada internamente. A auséncia dessa estrutura
significaria a destruicdo do microrganismo, causada pelo alto gradiente osmético que
geralmente existe entre 0 meio e o citoplasma bacteriano (Morales, 2016). Existem varios
mecanismos de acdo para a inibicdo da sintese da parede celular, incluindo a

desorganizacdo da membrana citoplasmatica.

A membrana celular é uma barreira de permeabilidade e protecdo que possui funcdes de
transporte ativo de substancias, e por isso se a sua integridade for comprometida as
macromoléculas escapam levando a morte da célula (Calvo & Martinez, 2009).
Normalmente, o processo de sintese do peptidoglicano é acompanhado por uma digestao
autolitica da matéria existente e, na presenca de um inibidor, a digestdo enzimatica
enfraquece a parede celular até comprometer sua estrutura; uma vez que a parede é
enfraquecida, na presenca de um meio hipotonico (em relacdo ao interior da célula) os
liquidos entram facilmente, aumentando o volume das bactérias até gerar “lise osmotica”,
as macromoléculas séo liberadas e a célula morre (Gomez et al., 2015). As cefalosporinas

e 0s carbapenemos séo alguns dos antimicrobianos capazes de exercer essa acao.



1.2.1.2 Inibic&o da sintese de acidos nucleicos

Uma grande quantidade de compostos antimicrobianos é capaz de interferir em diferentes
niveis na sintese de acidos nucleicos. Eles podem inibir a conversdo de nucleotideos ou
interromper o processo de sintese de acidos nucleicos, podendo interferir com enzimas
polimerase envolvidas na replicacdo e transcricdo do DNA (Cruz et al., 2014),
antimicrobianos como as quinolonas sdo capazes de inibir a sintese de acidos nucleicos
(Tabela 1.3).

1.2.1.3 Alteracdo na permeabilidade da parede

Os antimicrobianos sdo capazes de alterar a permeabilidade da parede causando a saida
de iBes de potassio, elementos importantes para a vida bacteriana, mas requerem um meio
com uma concentracao de sais diferente dagquele presente no ambiente interno da bactéria

que é meio isotonico ou hipotonico (Raheem & Straus, 2019).

Alguns antimicrobianos possuem uma cadeia de acidos gordos ligada ao peptideo que se
comporta de forma semelhante a detergentes cationicos. Possui uma parte hidrofilica (o
peptideo) com uma carga positiva alta que, por atracdo eletrostatica, une-se a superficie
da membrana, cuja carga liquida é negativa. Por outro lado, a extremidade lipofilica (a
cadeia lateral dos acidos gordos) por interacdes hidrofdbicas liga-se aos fosfolipidos da
membrana. Como resultado, a estrutura da membrana € desorganizada e sua
permeabilidade aumenta, com a perda de metabolitos de sddio (Gelambi, 2018). A
colistina € um dos antimicrobianos capazes de exercer esta a¢do (Tabela 1.3).

1.2.1 Antimicrobianos g-lactamicos

Os antimicrobianos S-lactdmicos possuem uma estrutura chamada anel g-lactamico, que
consiste num anel heterociclico de quatro a&tomos, trés de carbono e um de azoto (anel
mostrado em cor azul na figura 1.5). Essa estrutura é capaz de bloquear a transpeptidacao
do peptidoglicano e pode ativar a lisina bacteriana enddgena capaz de destruir o
peptidoglicano, componente essencial da parede celular (Fresnadillo et al., 2015).

Também podem inibir a sintese da parede celular bacteriana interferindo com as enzimas
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transpeptidase conhecidas como proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), necessarias

para a sintese da cadeia de peptidoglicano (Yuson et al., 2018).
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Figura 1.5 Anel g-lactamico presente na penicilina (Bustillo, 2015).

1.2.1.1 Carbapenemos

Os carbapenemos sdo um grupo de antimicrobianos pertencentes a familia dos p-
lactdmicos, que possuem largo espectros de atividade, devido as suas caracteristicas,
podendo ser utilizados em vérios tratamentos contra bactérias gram-negativas (Harris et
al., 2018). Possuem um anel de azobiciclo carbapenemos formado pela condensacéo de

dois anéis S-lactamico e pirrolidinico, (Figura 1.6).

RE
Rl H
RE-
N
O/
COOH

Figura 1.6 Estrutura representativa dos carbapenemos (Mella et al., 2001).
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1.2.1.2 Cefalosporinas

S&o um grupo de antimicrobianos g-lactdmicos derivados do fungo Acremonium, com um
espetro semelhante as penicilinas com certas vantagens relativas a sua resisténcia. S&o
ativos contra uma ampla variedade de bactérias aerdbicas e anaerdbicas (Medina, 2017)
e estruturalmente tém um anel S-lactamico fundido com um anel tiazolidinico de 5
membros, estrutura chamada nucleo (cefem); que possui um grupo carboxilo, uma cadeia
lateral S-acilamina no carbono da posicdo 7, com a possibilidade de adicionar novos

substituintes no carbono 3, mostrado na Figura 1.7 (Komski, 2014).

Posicdo 7

5.
a// \\\\
- s .
~ S Posigao 3

R1-CO-NH

Figura 1.7 Estrutura da cefalosporina (Sosa, 2018).

1.2.1.3 Colistina

A colistina € um polipeptidio ciclico que pertence ao grupo das polimixinas, que possui
propriedades surfactantes capazes de alterar a permeabilidade da parede de bactérias
gram-negativas sensiveis, que possuem uma camada externa formada por

lipopolissacarideos.

As polimixinas levam a morte celular bacteriana devido a atracéo eletrostatica exercida
entre a carga positiva dos grupos amina e os anides fosfato e carboxilato que compdem a
camada de lipopolissacarideos. Em suma, a interagéo entre acidos gordos e outras regides

hidrofobicas da colistina com os dominios hidrofébicos da camada de lipopolissacarideos
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que causa alteracGes na estrutura da parede celular, promovendo a perda do seu conteudo,

0 acesso a droga e consequentemente o seu efeito bactericida (Alvarez et al., 2017).

1.2.1.4 Quinolonas

As quinolonas inibem a sintese de DNA bacteriano, sendo o seu alvo a topoisomerase |1.
Esta inibicdo enzimatica produz o efeito bactericida das quinolonas. As enzimas
topoisomerase, responsaveis por enrolar e desenrolar a cadeia de DNA séo capazes de
cortar o DNA num ponto especifico da cadeia e desembaracar a rotacdo do DNA (Sosa,
2018).

As quinolonas sdo capazes de interferir com os complexos enzima-substrato gerados, por
exemplo na topoisomerase Il e 1V, em condi¢Bes normais esta enzimas separa as cadeias
de DNA no ponto em que o enrolamento super positivo é gerado e, a0 mesmo tempo,
introduz pequenos segmentos de DNA negativo para aliviar a tenséo na cadeia, mantendo
a sua topologia (Alvarez et al., 2015).

Ap0s esse processo, a enzima ligase une-se as duas extremidades da cadeia separada por
meio de um mecanismo dependente de ATP (Trifosfato de adenosina), momento em que
as quinolonas exercem a sua a¢do interpondo-se entre 0 DNA e a enzima ligase da
topoisomerase, gerando uma ligacdo molecular entre as duas estruturas. que interrompe

0 processo, impedindo a ligacdo do DNA (Jacoby, 2009).

1.2.3 Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

1.2.3.1 Resisténcia a antimicrobianos #-lactamicos

Nas bactérias Gram-negativas, a resisténcia aos fS-lactdmicos é causada por varios
mecanismos, sendo 0 mais importante devido a sua frequéncia e eficacia, é a producéo de
p-lactamases. Os genes que codificam essas enzimas podem ser encontrados no
cromossoma bacteriano ou em plasmideos, e sdo produzidos de forma constitutiva ou

induzivel. As p-lactamases sdo um grupo de enzimas que podem inativar 0S
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antimicrobianos da familia g-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e

carbapenemos) (Gutiérrez et al., 2013).

De todas as pS-lactamases descritas até agora, vale a apena ressaltar, devido ao seu
interesse e implicagdes clinicas: p-lactamases de largo espectro (ESBLS), as S-lactamases
AmpC (Morejon, 2013) e as carbapenemases (Valle, 2009).

As ESBL sdo um grupo de enzimas capazes de degradar as penicilinas, as cefalorporinas
de segunda e terceira geragdo, mas ndo degradam as combinagOes S-lactamico/inibidor
de p-lactamico, como a éacido clavulanico ou 0 EDTA, nem os carbapenemos (Andrade
& Darini, 2017).

As AmpCs sdo um grupo de B-lactamases, também chamadas cefalosporinases, embora
seu espectro hidrolitico de acdo ndo seja apenas cefalosporinas (Rodriguez, 2005);
algumas enterobactérias possuem naturalmente S-lactamases de tipo AmpC (Maeyama et
al., 2018) e estas enzimas para além de degradarem os mesmos compostos que as ESBL,
podem degradar, também as combinacdes S-lactamico/ inhibidor de S-lactamico, mas ndo
conseguem degradar os carbapenemos (Morejon, 2013).

As carbapenemases sao assim chamadas porque sdo um grupo especifico de S -lactamases
que possuem alta eficiéncia catalitica para a hidrolise de carbapenemos. Esta eficiéncia
ndo se limita apenas a este grupo de antimicrobianos, pois reconhecem outros e

hidrolisam quase todos os S-lactamicos (Alvarez et al., 2015).

1.2.3.2 Mecanismos de resisténcia a quinolonas

A resisténcia as quinolonas em varias bactérias gram-negativas é causada por mutagdes

cromossémicas:

e Em Escherichia coli, por exemplo, ocorrem mutacdes no gene gyrA (genes que
codifica para a subunidade A da enzima DNA-girase), e no gene parC ( que
codifica a enzima topoisomerase 1V); e em menor grau nos genes gyrB ou parE
(genes que codificam a subunidade B da enzima girase topoisomerase) (Alvarez
et al., 2015).
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e Através dareducdo das concentracdes intracitoplasmaticas de quinolonas mediada
por bombas de fluxo (Medina, 2017).

A resisténcia a este grupo de antimicrobianos também pode ser alcancada e por genes de
resisténcia as quinolona mediados por plasmideo Plasmid mediated quinolone resistance,
(PMQR) (Garcia et al., 2018).

Atualmente, estdo descritos trés tipos de familias de genes de resisténcia (PMQR), cujas

variacdes foram identificadas em diferentes patégenos em todo o mundo:

e Os genes gnr que codificam proteinas de resisténcia as quinolonas capazes de
proteger a DNA girase (Karl & Perlin, 2011).

e Gene (aac(6")-Ib-cr) que codifica uma variante de aminoglicosideo acetil
transferase que degrada as quinolonas (Liu et al., 2016).

e Genes de codificagdo da bomba de fluxo gepA (Medina, 2017).

Em 2020, um plasmideo contendo varios genes de resisténcia a quinolonas, (aac (6 /) -
Ib-cr, qnrS2 e ogxA,) foi descrito pela primeira vez, demonstrando a existéncia de

plasmideos com resisténcia maltipla a quinolonas (Tao et al., 2020).

1.2.3.3 Mecanismos de resisténcia a colistina

A resisténcia a colistina é explicada por mutagdes nos genes que levam a modificacfes
na camada de lipopolissacarideos (LPS), local de acdo dessa molécula (Fonseca et al.,
2008).

Além dessa adaptacdo, foi relatado um novo mecanismo de resisténcia a colistina por
meio de plasmideos, relacionado ao gene mcr-1 (Mobile Colistin Resistance), produtor
de uma enzima responsavel pela resisténcia, que pode difundir-se facilmente para outras
bactérias (Zhang et al., 2018).
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1.3 Determinantes genéticos de resisténcia

A descoberta do PMQR envolve a transferéncia horizontal de genes que conferem
resiténcia a quinolonas, contribuindo para uma alta disseminacdo desses genes para

outras bactérias (Rogerio et al., 2014).

1.3.1.1 Genes gnr

Os gnr sdo genes transferiveis que codificam proteinas chamadas QNR que pertencem a
familia dos pentapéptidos repetidos, nesta familia foram descritos 90 membros, dois deles
com interesse em relacdo a resisténcia a quinolona, o primeiro deles conhecido como
MchG esta presente em bactérias que sintetizam microcina e o0s protege de sua inibicao
(Rodriguez, 2005). E o segundo conhecido como MfpA, capaz de interferir na ligacdo das
fluoroquinolonas com o complexo DNA girase (Karl & Perlin, 2011), 0 suo mecanismo
de acdo baseia-se na ligacao as enzimas girase e topoisomerase 1V, protegendo-as da a¢éo
das quinolonas (Salah et al., 2019). Esta ligag&o, por outro lado, confere baixa resisténcia

a fluoroquinolonas (Yan et al., 2017).

O primeiro relato de um plasmideo capaz de mediar uma proteina resistente a quinolonas,
que mais tarde seria chamada gnrA, foi identificado em Klebsiella pneumoniae isolada da
urina em 1994 (Baker et al., 2018).

Os gnr séo genes que podem ser transferidos e sdo capazes de conferir baixa resisténcia
a fluoroquinolonas. Foram identificadas cinco familias: gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS;
sendo que existem alguns casos de combina¢do com outros genes dentro do mesmo
plasmideo, gerando resisténcias cruzada entre quinolonas e outros antimicrobianos (Liu
et al., 2016). Além dos 5 conhecidos membros da familia gnr em 2008, foi relatado um
novo membro gnrVC descrito em Vibrio cholerae (Rincon et al., 2014). Desde esse
momento até o presente, sete alelos qnrVC (qnrVC1 a gnrVC7) foram relatados na familia
Vibrionaceae (Carroll et al., 2019).

A presenca de genes da familia gnr tem sido amplamente relatada em todo o mundo,

principalmente na Europa, Estados Unidos, Asia e Africa (Lozano et al., 2019).
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1.3.1.2 Genes (aac(6")-1b-cr)

Os genes (aac(6')-1b-cr) foram descritos a primeira vez em 1998 em enterobactérias. Sdo
capazes de conferir susceptibilidade reduzida as quinolonas, facilitando a selecdo de
mutacdes cromossomicas que conferem resisténcia de alto nivel (Liu et al., 2016).

A variante (aac(6')-Ib-cr) codifica uma acetiltransferase de aminoglicosideo que confere
uma suscetibilidade reduzida a certos antimicrobianos através da N-acetilacdo da
piperazinilamina devido a mutacdo de aminoacidos, Trpl02Arg e Aspl79Tyr, que
estando presentes permitem a enzima acetilar certas variantes de antimicrobianos (Liu et
al., 2016).

1.3.1.3 Genes gepA

Os genes gepA (PMQR) foram reportados pela primeira vez em E. coli na Argentina
(Rincon et al., 2014), sdo genes capazes de codificar uma bomba de efluxo conhecida
como QepA. Este gene confere resisténcia a quinolonas hidrofilicas, como norfloxacina
e ciprofloxacina, por meio de um sistema de bombas de fluxo que reduz a concentragéo

do antimicrobiano no meio intracelular, reduzindo assim o seu efeito (Zhang et al., 2018).

1.3.1.4 Genes gnr em ambientes marinhos

Os genes gnr tém sido descritos em varias bactérias presentes em ambientes marinhos
nomeadamente Shewanella algae, Vibrio splendidus, Citrobacter spp., e outras bactérias,
que foram relatadas como fontes primarias destes genes. Estas bactérias podem estar
relacionadas com améijoas e por isso podem ser potencialmente patogénicas (Shen, et al.,
2018).
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1.3.2 Genes mcr associados a resisténcia a Colistina

O primeiro relato de um gene mcr-1 transmitido por plasmideos foi descrito em estirpes
de Escherichia coli isoladas de porcos (Bajpai et al., 2017). A partir disso, varios genes
mcr foram descritos em enterobactérias isoladas de humanos e animais na Asia, América
do Sul e Europa (Stefaniuk & Tyski, 2019).

Até 2018, foram descritos cinco tipos diferentes de genes mcr; com algumas variantes:
mcr-1 (11 variantes), mcr-2 (3 variantes), mcr-3 (10 variantes), mcr-4 e mcr-5. Os trés
primeiros foram descritos para enterobactérias, (Lachmayr et al., 2009), mas foram
também identificados noutras bactérias como Moraxella spp. e Aeromonas spp. (Bajpai
etal., 2017).

No ano de 2019 foram descritos 4 novos tipos mcr-6, mcr-7, mer-8 e mer-9 (Stefaniuk &
Tyski, 2019). Os tipos mcr-3, mcr-4, mcr-7 e mcr-9 compartilham elevados graus de

semelhanca ao nivel estrutural (Brandéo et al., 2017).

Finalmente, em 2020, um novo tipo foi relatado: o mcr-10 isolado de uma linhagem
clinica de Enterobacter roggenkampii, possui uma semelhanca percentual de 82,93% ao

mcr-9, mas é capaz de gerar maior resisténcia (Wang et al., 2020).

1.3.2.1 Genes mcr em ambientes marinhos

A maioria das variacdes dos genes mcr descritas teve origem em animais ou humanos, no
entanto existem algumas bactérias presentes em fontes de dgua que podem ter genes dessa
familia, o que pode sugerir funcbes de defesa contra bacteriéfagos ou peptideos
antimicrobianos (Khedher et al., 2020).

Existem varios relatos dos genes mcr em ambientes aquaticos em todo o mundo: Espanha
Portugal, China, Japdo, América do Norte, Brasil e Africa Oriental (Dahanayake et al.,

2019) e foram descritos ja para varias espécies de moluscos (Sun, 2018).
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Estdo amplamente espalhados entre bactérias gram-negativas como E. coli e outras
enterobactérias amplamente distribuidas em ambientes aquaticos como Aeromonas spp.
e foram também encontrados em varios organismos aquéticos, como sapos e peixes (Villa
etal., 2019).

1.3.3 Genes bla associados a resisténcia a #-lactamicos

As f-lactamases de largo espectro (ESBLS) sdo a principal causa de resisténcia aos
antimicrobianos p-lactamicos, como cefalosporinas e carbapenemos. Varios estudos

relataram os genes da familia bla como responsaveis por essa atividade (Blakely, 2014).

Os genes bla sdo capazes de produzir S-lactamases, que inibem os antimicrobianos f-
lactdmicos em varios niveis, sendo os trés principais tipos associados a essa atividade o,
blatem, blaskv, blacTx-m (Daubin & Sz6116si, 2016).

O gene blatem foi isolado pela primeira vez no inicio dos anos 80 de um paciente na
Grécia e é considerado uma das familias mais significativas, (Martinez, 2019), enquanto
0 gene blasnv foi observado pela primeira vez numa estirpe de Klebsiella ozaenae na
Alemanha e a partir da sua primeira descri¢do a sua presenca foi relatada em todo o mundo
(lanez, 2006).

Mais de 350 variantes diferentes de genes produtores de ESBLs foram descritas e
classificadas em 9 familias blatewm, blashv, blactx-m, blarer, blaves, blaces, blages, blatLa
e blaoxa (Jiang et al., 2013).

1.3.3.1 Genes bla em ambientes marinhos

Os genes de resisténcia a p-lactamicos tém sido relatados em ambientes marinhos

praticamente em todo o0 mundo (Garcia et al., 2014).

Bactérias com resisténcia a f-lactamicos foram relatadas em améijoas, ostras e outros
moluscos bivalves na Europa, Brasil e China; Estes genes sdo encontrados principalmente

em bactérias da familia Vibrionaceae e existem relatos de membros do género Vibrio

19



patdgenos de Ruditapes philippinarum com presenca de genes de resisténcia a f-

lactdmicos na China, Espanha e Franga (Dahanayake et al., 2019).

1.4 Mecanismos de transferéncia genética em bactérias

A transferéncia horizontal de genes pode ser definida como a troca de material entre
organismos vizinhos que pode ocorrer entre seres unicelulares e multicelulares, sem que
sejam descendentes (ndo ocorre da bactéria progenitora para os descendentes) (Sun,
2018).

O principio da transferéncia foi demonstrado por Griffit em 1928, quando um fator de
viruléncia desconhecido de Streptococcus pneumoniae transmitido de alguma forma foi
encontrado numa bactéria, gerou viruléncia, esse fator que em 1940 foi demonstrado
como DNA. Foi o primeiro indicador da capacidade de transferir material genético
horizontalmente (Villaetal., 2019).

Este mecanismo desempenha um papel importante na evolucédo e na facil aquisicéo, por
parte das bactérias, de novo material genético de espécies diferentes, permitindo rapidas
taxas de evolucdo e o desenvolvimento de novos tracos genéticos que permitem a
adaptacdo bacteriana a diferentes nichos ecolégicos. Esta aquisicdo de DNA por bactérias
ocorre através de diferentes mecanismos: transformacdo, transducdo e conjugacdo
(Blakely, 2014).

1.4.1 Transformacao

A transformacdo é o processo pelo qual uma bactéria adquire DNA do ambiente em que
vive; sendo que esse material genético geralmente deriva de organismos mortos; (Baker
et al., 2018). Pode ser definida como a variacdo hereditaria de uma bacteéria, causada pela
absorcdo de DNA livre no ambiente em que a célula é encontrada e sua subsequente
recombinacdo no DNA celular (Figura 1.8), descrita pela primeira vez em procariontes
em 1944 (Daubin & Szo6116si, 2016).
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1.4.2 Conjugacgao

A conjugacdo é um processo que pode ser definido como a transferéncia de material
genético (plasmideos ou cromossoma bacteriano total ou parcial) entre bactérias, sem

intermediéario (Figura 1.8). S&o conhecidos trés tipos:

- Com fator de fertilidade: devido a um plasmideo que d& as bactérias a capacidade
de formar um pilus sexual com o qual o material genético pode ser passado para
bactérias que ndo possuem o pilus.

- Algumas bactérias tém o fator integrado no seu cromossoma, portanto, devem
transferir todo o seu material genético, que geralmente é de curta duracéo e as
bactérias recetoras nem sempre adquirem o fator de forma total.

- Algumas bactérias tém o fator plasmideo, mas também possuem material genético
extra; sendo que, esse plasmideo é o resultado de uma separacdo de fragmentos
do cromossoma, 0 mecanismo é uma combinacdo dos dois anteriores (Martinez,
2019).

1.4.3 Transducgao

A transducdo é um processo que esta fortemente relacionado com os ciclos virais de
bacteriofagos (virus que infetam bactérias), capazes de introduzir material genético em
bactérias diretamente no cromossoma bacteriano, para finalmente se replicar com a
maquinaria celular e gerar novos virus (Baker, 2015). No entanto neste processo, 0 DNA
da bactéria infetada é transferido para outra bactéria (Figura 1.8), gerando uma mutacéo
genética evolutiva que aumenta a capacidade de resisténcia a antimicrobianos da bactéria

recetora (Jiang et al., 2013).
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Figura 1.8 Mecanismos de transferéncia genética em bactérias (Curtis & Schnek, 2000).

1.5 Familia Vibrionaceae e Familia Enterobacteriaceae

A familia Vibrionaceae é composta por bactérias agrupadas em varios géneros de bacilos
Gram-negativos, encontrados principalmente em habitats aquaticos de agua doce ou

marinha. Algumas espécies sdo patogénicas para seres humanos e animais aquaticos.

Familia Vibrionaceae e especialmente o género Vibrio, que € um dos grupos bacterianos
mais comuns que habitam as aguas superficiais do mundo, (Pérez et al., 2014), é um
género de grande importancia, pois 0s organismos pertencentes sdo considerados
responsaveis pela maioria das doengas atribuidas a microbiota natural de ambientes

aquaticos (Salazar, 2018).

Por outro lado, devido a sua estreita relacdo com as pessoas e a sua capacidade de
transmitir genes de resisténcia a antimicrobianos (Laranjeira, 2014), as enterobactérias
também constituem um motivo de interesse especial e € por isso que ambas, a familia das

Enterobacteriaceae e 0 género Vibrio serdo estudados no presente trabalho.
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1.5.1 Familia Vibrionaceae

A familia Vibrionaceae é composta por bactérias agrupadas em varios géneros de bacilos
Gram-negativos, encontrados principalmente em habitats aquaticos de agua doce ou
marinha. Algumas espécies sdo patogénicas para seres humanos e animais aquaticos
(Naranjo et al., 2019).

O género Vibrio, taxonomicamente descrito em 1854 e considerado um dos primeiros
grupos bacterianos a serem reconhecidos. Sdo bactérias Gram-negativas, oxidase
positivas, mesoéfilos, que geralmente sdo méveis por meio de um flagelo polar (Eiler et
al., 2007).

Podem viver em condi¢Bes ambientais hostis, como um elevado nivel de salinidade de 2
a 2,5% (peso/volume) de NaCl (Leyton & Riquelme, 2008). Algumas espécies sao
consideradas (halofitas) e requerem pelo menos 0,5% de concentracdo de sal no ambiente
para viver, e outras como Vibrio cholerae, Vibrio mimicus ou Vibrio hispanicus, ndo

necessitam de sal (Sofia & Laranjeira, 2014).

Habitam habitualmente em ambientes marinhos e de dgua doce em formas de vida
vegetal, interagindo com o zooplancton e no trato intestinal de organismos marinhos
(Charles et al., 2019).

1.5.1.1 Vibrio spp. patégenos em humanos

Sdo considerados como responsaveis pela maioria das doencas humanas atribuidas a
microbiota natural de ambientes aquaticos e de produtos alimentares marinhos (Baker et
al., 2018).

As infecdes por Vibrio spp. séo geralmente iniciadas pela exposicao a agua contaminada
ou pelo consumo de produtos alimentares marinhos contaminados crus ou mal cozinhados
causando uma variedade de sintomas em humanos e podem ser divididas em dois grupos
principais, o primeiro grupo chamado grupo ndo colera produz doengas intestinais, como

diarreia grave, por outro lado, o chamado grupo coélera, que esta associado a diferentes
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infecdes, como vibriose, gastroenterite e septicemia primaria. As infecdes tém uma
distribuicdo sazonal acentuada e a maioria dos casos ocorre nos meses mais quentes
(Percival & Williams, 2014).

1.5.2 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é extensa e é constituida por bacilos Gram-negativos em
forma de bastonetes, que podem ser encontrados no solo, na agua, na vegetacéo e fazem
parte da flora intestinal de muitos animais e seres humanos, tem um total de 238 espécies

distribuidas em 51 géneros (Dellepiane & Morales, 2018)

Todos os membros desta familia partilham um antigénio comum, chamado antigénio
enterobacteriano, podem ser moéveis ou imdveis, negativas (Garcia, 2018), podem crescer
na auséncia e na presenca de oxigénio, sdo capazes de fermentar glicose, reduzir nitratos,

sdo catalase positivas e oxidase. (Pérez et al., 2014).

1.5.2.1 Enterobactérias patogénas em humanos

As bactérias patogénicas presentes em moluscos bivalves podem ser agentes causadores
de doencas como a gastroenterite e Sd0 responsaveis por Vvarios surtos de origem

alimentar, representado um risco para os consumidores de moluscos (Oliveira, 2018).

Do ponto de vista clinico, podem ser classificados em dois grupos, primeiro
enterobactérias patogénicas (Salmonella enterica, Shigella spp., Yersinia spp. e algumas
estirpes de Escherichia coli) que produzem sintomas gastrointestinais (Pérez et al., 2014)
e enterobactérias oportunistas bactérias que podem causar doengas apenas em pessoas

com deficiéncia no sistema imunologico (Naranjo et al., 2019).
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo geral

1.6.2

Pesquisar determinantes genéticos de resisténcia a compostos antimicrobianos
presentes em enterobactérias e Vibrios isolados de moluscos , Ruditapes
decussatus e Ruditapes philippinarum recolhidas de duas zonas geograficas de

Portugal.

Obijetivos especificos

Identificar as espécies dos isolados resistentes presentes em Ruditapes decussatus

e Ruditapes philippinarum.

Encontrar genes de resisténcia a quinolona, colistina e g-lactamicos presentes em

bactérias isoladas a partir de moluscos bivalves.

Avaliar a concentracdo bacteriana de Vibrio sp. e enterobactérias isolados em

amostras de R. decussatus obtidos Obidos e no Algarve.

Avaliar a concentracdo bacteriana de Vibrio sp. e enterobactérias isolados em

amostras de R. philippinarum obtido em Obidos.
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2  Metodologia

2.1 Recolha das amostras

Um total de 10 individuos de Ruditapes decussatus e Ruditapes philippinarum foram
recolhidos por mariscadores locais da Lagoa de Obidos no dia 28 de novembro de 2019,
e dez individuos de Ruditapes decussatus foram recolhidos na Ria Formosa no Algarve
no dia 20 de janeiro de 2020 (Figura 2.1). Apos a sua recolha foram transportados em

malas isotérmicas (a temperatura média de 10°C) para o laboratério CETEMARES.

Portugal

Ushoa
.

Aoy

Figura 2.1 Locais de amostragem, A. Lagoa de Obidos. B. Ria Formosa, Algarve.

2.2 Preparagdo da amostra e enumeracdo de membros das familias Vibrionaceae e

Enterobacteriaceae

A preparacéo dos bivalves foi efetuada lavando bem a parte exterior dos individuos, que
se apresentavam inteiros e fechados, com agua corrente e uma escova para eliminar toda

a sujidade. Foram secos com papel absorvente.

Individualmente os bivalves foram passados brevemente pela chama do Bico de Bunsen,
tendo sido abertos em camara de fluxo laminar, introduzindo a ldmina estéril de um bisturi
entre as valvas para cortar o muasculo adutor, e com uma pinga retirou-se a parte edivel e
o liquido intervalvar para o saco de Stomacher. Adicionou-se igual volume de solucéo
salina 0,85% (m/v) no saco e homogeneizou-se durante 3 minutos em Stomacher. Em

seguida realizaram-se diluigdes decimais em solugéo salina 0,85% (m/v), seguindo-se o
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plagueamento, por espalhamento de 100 pl de cada diluicdo nos meios de agar tiossulfato
citrato sacarose biliar (TCBS,VMR-Chemicals), para a enumeracdo e isolamento de
Vibrionaceae e agar Chromocult (Merck) para a enumeragdo e isolamento de
enterobactérias. As placas com TCBS e Chromocult foram incubadas durante 24 horas a

28°C a 37°C, respetivamente.

2.3 Isolamento bacteriano

As unidades formadoras de colénias (UFC) obtidas nas placas de TCBS e Chromocult,
que apresentavam morfologia distinta, foram purificadas em Agar Triptico de Soja (TSA,
VWR-Chemicals) suplementado com NaCl 1,5% e incubadas a 28°C durante 24h) e meio

agar nutritivo (NA,VWR-Chemicals) seguindo-se incubacéo a 37°C durante 24h.

2.4 Conservagao de isolados

Os isolados foram inoculados em 3 mL de meio liquido néo seletivo, caldo nutritivo (NB,
VWR-Chemical) e incubados a 28°C (vibrios ) e 37°C (enterobactérias) por 24-48 horas
com agitacdo constante, até se atingir a fase exponencial de crescimento da cultura. Os
microorganismos foram conservados em glicerol estéril a uma concentracdo final de 20 a
30% em micro tubos de 1,5 mL a - 80°C.

2.5 Extracdo de DNA dos isolados

A extracdo do DNA foi realizada pelo método boiling, descrito brevemente a seguir: foi
centrifugado 1 ml de meio liquido, com crescimento overnight, de cada um dos isolados
a 10 000xg durante 1 minuto sendo de seguida removido o sobrenadante. Posteriormente
um volume de 100 pL de agua MilliQ estéril foi adicionado a cada um dos tubos, o pellet
foi res-suspenso e cada tubo foi colocado no termobloco a 100°C por 10 minutos. Apo6s
este tempo os tubos foram centrifugados a 10 000xg por 5 minutos e o sobrenadante foi

recolhido para novos microtubos. O DNA obtido foi armazenado a -20°C.
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2.6 Otimizagéao das condiciones de crescimento de Vibrio

Surgiu a necessidade de garantir as condi¢des ideais de crescimento dos membros do
género Vibrio e normalizar os requisitos do seu crescimento para a realizacao subsequente
do antibiograma. Chart (2012) menciona que alguns vibrios, incluindo V. cholerae e
alguns outros membros do género podem crescer em meios sem sal. Cartwright & Griffin
(2012) indicam que com a excecdo de V. cholerae e V. mimicus, todas as espécies de
Vibrio séo halofilicas, (necessitando de sal para crescer). Por estas razdes foi necessario

determinar experimentalmente as condi¢des de crescimento dos isolados.

Coldnias individuais de culturas frescas dos isolados presuntivamente do género Vibrio
foram inoculados em agar Muller-Hinton (MHA, HIMEDIA) suplementado com NaCl
1,5% em MHA sem NaCle TCBS a28¢e 37°C

2.7 Testes fenotipicos de resisténcia a antimicrobianos

Os testes fenotipicos de resisténcia a antimicrobianos foram realizados através do método
de difusdo em agar. Para tal, preparou-se uma suspensdo com densidade celular
equivalente ao padrdo McFarland 0,5, usando para um Densitémetro de bancada Grant-
bio. A suspensdo celular foi usada para inocular placas Muller-Hinton suplementado com
NaCl, através do uso de uma zaragatoa estéril para os Vibrios e sem NaCl para as
enterobacterias.

O teste foi realizado para os antimicrobianos colistina (10 pg), cefotaxima (30 nug),
imipenemo (10 pg), ciprofloxacina (5 pug) e meropenemo (10 pg). Todos os discos usados
foram da marca OXOID.

As placas finalmente foram incubadas por 24 horas a 28°C para bactérias do genero
Vibrio e 37°C para enterobactérias e os halos de inibicdo foram medidos em cada uma

das placas.
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2.8 Determinacédo da Concentracdo Minima inibitdria a colistina

O procedimento foi semelhante ao da secdo anterior. Preparou-se uma suspensao com
densidade celular equivalente ao padrdo McFarland 0,5 em solugdo salina 0,85%. A
suspensdo celular foi usada para inocular placas Miiller-Hinton suplementado com NaCl
(1,5%), através do uso de uma zaragatoa estéril. Uma vez inoculadas as placas colocaram-
se tiras de colistina (Etest, Biomerieux) em cada placa, e estas foram incubadas durante
24 h a 28°C. A MIC foi determinada através da leitura na zona da tira que intercetava o

limite de crescimento microbiano na placa.

2.9 Pesquisa de genes de resisténcia e Identificacdo de isolados

A presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos foi realizada para um total de 23
genes de resisténcia a antimicrobianos pertencentes a trés classe de antimicrobianos;
genes de resisténcia a quinolonas qnrS, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, qepA; genes de
resisténcia a S-lactamicos: blame, blaviv , blakec, blanom , blaoxa , blactx-m, blaskv,
blatem e genes de resisténcia a colistina: mcr-1, mcr-2 , mer-3 , mer-4 , mer-5, mer-6
mcr-7 , mcr-8 , mer-9. Todas as sequencias estdo presentes no anexo 1. Os isolados que
apresentaram resisténcia genotipica aos antimicrobianos foram identificados através da
sequenciacdo de varios genes house keeping: 16s DNA (Hossain et al., 2014), recA
(Maeda et al., 2019), gene groEL (Teng et al., 2017), genes rpoB (Tarr et al., 2007) e 0
gene gryB (Kalia et al., 2015).

A pesquisa dos genes de resisténcia e a identificacdo das isolados foi realizada por PCR
com as seguintes condicdes: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguido
de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, emparelhamento entre 50 e 60°C
por 30 segundos, extensdo a 72°C por 15 a 45 segundos e um ciclo de extenséo final a
72°C por 5 minutos. Os primers utilizados e as respectivas condi¢cdes de PCR estdo
listadas no Anexo 1. As misturas de PCR foram feitas num volume final de 50 pL com a
Taq polimerase (NZT taq polimerase Il de marca Nzytech) e 5 uL de DNA de cada
isolado.

Todos as reagOes foram realizadas num termociclador da marca Bio Rad, T100 Thermal

Cycler.
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Os produtos de PCRs foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose a 1%
a 80 V/h, e os géis foram observados num sistema de aquisi¢do de imagem Gel DOC EZ
Imager (Bio Rad).

As sequencias obtidas foram analisadas através da base de dados National Center for
Biotechnology information (NCBI) através da ferramenta bioinformatica Basic Local

Alignment Search Tool (Blast) em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

2.10 Purificacao de produtos de PCR e sequenciacéo e identificacéo de isolados

Os produtos de PCR foram purificados através de um kit de extracdo da marca GeneJET

PCR da Thermo Scientific, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

A concentracdo de DNA presente foi medida num espectrofotometro de micro-volume
UV-Vis (Thermo Scientific, Nanodrop 2000), os tubos foram preparados na
concentracdo de DNA necessaria de acordo com os parametros exigidos pela empresa
responsavel pela sequenciacao (StabVida, Costa da Caparica), de 10 ng/pL; num volume
de 10 pL ao qual foi adicionado 3 pL de primers. Os produtos de PCR foram sequenciados

com o primer foward e reverse.

As sequencias obtidas foram analizadas através da base de dados National Center for
Biotechnology information (NCBI) através da ferramenta bioinformética Basic Local

Alignment Search Tool (Blast) em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

2.11 Extracdo de plasmideos e sequenciacao

Foram feitas extracfes de plasmideos apenas para os isolados que apresentaram
resisténcia fenotipica a colistina (EBO7V, NJ21V, NJ22V). Para a extragdo dos
plasmideos, os isolados foram incubados em 10 mL de meio liquido TSB suplementados
com NaCl 1%, a 28°C overnight, , sendo transferidos para microtubos., Os tubos foram
centrifugados a 12 000xg quantas vezes necessario até centrifugar os 10 mL, a extragéo
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de plasmideos foi realizada a seguir, usando um kit de extragdo Thermo Scientific Mini

de GeneJET, seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

Apls realizada a extragdo dos plasmideos, estes foram observados atraves de
eletroforese em 1% de gel de agarose a 80 V/h, colocando 3 pL de plasmideos + 3 pL de
loading buffer (Thermo Science), em cada po¢o do gel, sendo o gel observado num

sistema de aquisicdo de imagem Gel DOC EZ Imager (Bio Rad).

Para determinar se as sequéncias de mcr-1 existentes nos Vibrio spp. isolados com
resisténcia a colistina apresentam variacdo genética, foi necessario realizar um
alinhamento de multiplas sequéncias com a ferramenta de bioinformética Clustal Omega

em https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

2.12 Transformacéo bacteriana

De forma a confirmar se os plasmideos sdo mobilizaveis realizou-se uma transformacéo
bacteriana com os plasmideos extraidos dos isolados resistentes a colistina (EBO7V,
NJ21V e NJ22V). Para tal, adicionou-se 3 pL de plasmideo extraido a 40 pyL de bactérias
competentes Escherichia Coli TOP-10 (Invitrogen). Colocou-se os microtubos no gelo
durante 20 minutos, seguidos de 50 segundos a 42°C e 2 minutos em gelo. Adicionou-se
500 pL de meio LB (Luria Bertani (VWR-Chemicals)), incubou-se durante 1 hora a
37°C. Ap0s deste periodo, centrifugou-se a 10 000 xg durante 1 minuto, o sobrenadante
foi removido e o pellet foi plagueado em meio LB com 2 pg/mL de colistina e incubou-

se overnight a 37°C.
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3 Resultados e discussao

3.1 Enumeracéo de Vibrio e Enterobacteriaceae

Ap0s todos os processos de recolha de amostras, preparacdo de solugfes e incubaces,
foi determinada a quantidade de UFC/g presente em cada uma das amostras (tabela 3.1),
tendo-se obtivo valores inferiores aos relatados por Tinajero em 2018 isto pode ser devido
a que a quantidade de bacterias encontradas em amostras marinhas depende em grande
parte de fatores como: estacdo do ano, condicdes climaticas, fatores antropogénicos, entre
outros (Eiler et al., 2007). Por outro lado, a capacidade de retencdo de bactérias depende
da forma e tamanho dos bivalves (Charles et al., 2019).

Ochoa et al., 2018 encontraram membros da familia enterobacteriaceae e membros do
género Vibrio presentes em moluscos assim como no nosso trabalho. O numero de
coliformes fecais presentes varia entre 10 e 108 NMP (niimero mais provavel) por grama
de moluscos, neste estudo, as contagens finais estdo dentro desse intervalo o que é

considerado normal.

Os vibrios e as enterobactérias encontradas nos moluscos estudados sugerem a
contaminacdo por fontes terrestres; num estudo realizado por Quifiones et al., 2000
identificou diferentes espécies enterobactérias como Salmonella e E. coli, espécies
presentes devido a proximidade da &rea de captura com a costa e a clara influéncia

antropogénica nos corpos de agua onde as ameijoas sdo capturadas (Krus, 2017).

Tabela 3.1 UFC por grama de molusco presentes em cada espécie nos diferentes méios

de cultivo
Vibrio Enterobactérias
Local de amostragem | Presuntivos (UFC/ g) | (UFC/ g)
R. philippinarum Obidos 4.5 x10° 3,5 x10°
R. decussatus 1,1 x10* 8,7 x10°
R. decussatus Algarve 3,8 x10° 5,0 x102
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3.2 Isolamento bacteriano

Foram obtidos 61 isolados, 43 isolados presuntivos do género Vibrio, no meio TCBS e

18 enterobactérias no meio Chromocult, distribuidos conforme mostrado na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Isolados totais, presentes nas améijoas

Local de Vibrio
Molusco amostragem presuntivo Enterobactérias
R. philippinarum Obidos 14 5
R. decussatus 14 11
R. decussatus Algarve 15 2
Total 43 18

Além disso, podemos mencionar que, no meio Chromocult, foi possivel identificar
presuntivamente, trés espécies diferentes de enterobactérias, em funcdo da cor da colénia

no meio nomeadamente Enterococcus faecalis, Citrobacter freundii e E. coli (Tabela 3.3)
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Tabela 3.3 Identidade das colonias isoladas em meio Chromocult em funcéo da cor das
UFCs no meio

Amostragem Local de Identidade
amostragem | Cédigo | Cor colbnia | presuntiva
R. philippinarum NBO1E |Branco E. faecalis
NBO2E |Branco E. faecalis
Obidos NBO3E | Violeta-azul |E. coli

NBO4E |Violeta-azul |E. coli
NBO5SE | Violeta-azul |E. coli
R. decussatus NJO1E |Branco E. faecalis
NJO2E | Violeta-azul |E. coli
NJO3E |Violeta-azul |E. coli
NJO4E |Violeta-azul |E. coli
NJOSE | Vermelha C. freundii
NJO7E | Branco E. faecalis
NJOSE |Violeta-azul |E. coli
NJO9E |Vermelha C. freundii
NJ10E |Violeta-azul |E. coli

NJ11E |Branco E. faecalis
NJ12E | Violeta-azul |E. coli
R. decussatus [ Algarve EBO1E |Branco E. faecalis

EBO2E |Vermelha C. freundii

3.3 Testes de viabilidade de isolados conservados

Apbs a conservacdo de todos os isolados em triplicado, alguns foram testados para
demonstrar a sua viabilidade e um correto processo de conservacao. No total, 12 inoculos
apresentaram crescimento para todos os isolados, resultados esperados devido ao uso de
técnicas padronizadas para a conservacdo de microrganismos (Bermejo, 2000),
semelhante ao trabalho de (lanez, 2006), cujos autores procuraram padronizar métodos
de preservacdo para isolados de laboratorio, demonstrando que a preservacdo em
glicerina, seguida de armazenamento em baixas temperaturas (-80°C), é uma boa

alternativa para preservacgao de bactérias.
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3.4 Testes de crescimento dos membros isolados do género Vibrio

Devido a necessidade de garantir as condicGes ideais de crescimento dos Vibrio e de
normalizar as condicOes para a realizacdo subsequente do antibiograma foi preciso a
otimizacdo das condigdes de crescimento, todos os resultados s&o mostrados na tabela 3.4
na Figura 3.1

Otimizacao das condicdes de crescimento

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

TCBS MH com MH TCBS MH com MH
NaCl NacCl
\ J
y \ v J
28°C 35°C

Figura 3.1 Resultados de crescimento nas condicdes testadas. Os dados sdo apresentados em
crescimento percentual de isolados em cada meio. A tabela mostra ComparacGes entre
temperaturas de crescimento para o género Vibrio com cada meio, meio seletivo para TCBS,

Muller-Hinton suplementado com NaCl e Muller-Hinton sem suplementacéo a 28 e 35°C.

As condicBes que permitiram a crescimento de todos os isolados foram crescimento em
TCBS a 28°C onde podemos observar um 100% de crescimentos, seguido de MH
suplementado com NaCl com quase 100% dos crescimentos, observamos um efeito
negativo do aumento da temperatura na resposta do crescimento dos isolados. A 35°C os

crescimentos diminuem para valores inferiores a 50% em todas 0s meios testados.
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Tabela 3.4 Testes de crescimento dos isoladas presuntivamente Vibrio em diferentes

meios, temperatura e presenca de NaCl.

28°C 35°C
Muller-
Hinton e Muller- Muller- Muller-
1,5% Hinton sem Hinton | Hinton sem
Isolado [TCBS| NaCl NaCl TCBS | com NaCl NaCl
NB04V + + - - - -
NBO5V + + - - - -
NBO6V + + - - - -
NBO7V + + - + + -
NBO8V + + + - + -
NBO9V + + - - + -
NB10V + + - + + -
NB11V + + + - + -
NB12V + + - + + -
NB13V + + - + + +
NB14V + + - + + -
NB15V + + - - - -
NB16V 5 + _ T _ "
NB17V + + - + - -
NB18V + + - + - -
NB19V + + - + - -
NB20V o 0 + + + -
NB21V + + - + - -
NJO1V + + - - - -
NJO2V + + - - - -
NJO3V + + - - - -
NJO4V + + - - - -
NJO6V + + _ n _ "
NJO7V + + - + - +
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NJ10V + + ; ; ) .
NJ12V + + - + + +
NJ13V + + : - - -
NJ14V + + - - - -
NJ15V + + : - - -
NJ19V + - - - - -
NJ21V + + : - - .
NJ22V + + : - - -

Os melhores resultados de crescimento foram obtidos a 28°C na presenca de NaCl a 1,5%
(TCBS que contém NaCl e o meio Muller-Hinton suplementado com NaCl). O que vai
de acordo com o trabalho de (Charles et al., 2019) e com 0 manual analitico bacteriologico
da FDA (Percival & Williams, 2014) que demostraram que microrganismos do género
Vibrio crescem melhor em meios com adi¢do de NaCl. Esta dependéncia de NaCl por
parte dos vibrios pode ser devido a fungdes osmoéticas, pois 0 Na* atua nos sistemas de
permeacdo das bactérias que originam a entrada de substratos exdgenos (Soto et al.,
2019), o que permite a especificidade de microrganismos para substratos sem gasto de
energia (IPMA, 2020), o que comprova a necessidade de NaCl no meio para um
crescimento ideal dos vibrios (Kieffer et al., 2019).

Por outro lado (Payne et al., 2015) sugere intervalos entre 20 e 40°C de temperatura nos
quais os vibrios sdo capazes de crescer normalmente. Pesquisas recentes demostram que
0s vibrios podem crescer mesmo a temperaturas abaixo de 10°C e acima de 37°C (Kalia
et al., 2015), no entanto, isso é contraditorio com os resultados observados neste trabalho,
no qual o crescimento a 35°C foi impeditivo para a maioria dos isolados, 0 que pode ser
devido as condi¢des ambientais de onde provém as nossas amostras, a agua do Atlantico
que raramente excede 20°C (Krus, 2017).
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3.5 Resisténcia a antimicrobianos e identificagdo dos isolados resistentes a colistina

Apos realizar antibiogramas de todos os isolados obtidos, apenas foram encontrados trés
isolados resistentes a colistina: EBO7V isolado de Ruditapes decussatus proveniente da
Ria Formosa e no Algarve e NJ21V e NJ22V isolados de Ruditapes philippinarum
provenientes da Lagoa de Obidos, os resultados s&o mostrados na Figura 3.2 e no Anexo
2. A colistina é usada para tratar infecbes causadas por bactérias Gram-negativas,
incluindo varias espécies de Vibrio, mas existem duas especies Vibrio vulnificus e Vibrio
cholerae que possuem resisténcia intrinseca a este antimicrobiano (Bier et al., 2015). Os
resultados deste trabalho sdo controversos relativamente ao indicado anteriormente, pois
ndo é expectavel que os isolados obtidos neste trabalho pertencam as espécies descritas
como tendo resisténcia intrinseca. Uma possivel explicacdo para este facto é a aquisi¢do
de genes de resisténcia mdveis (Kieffer et al., 2019).por parte dos isolados EBO7V,
NJ21V e NJ22V

EBO7V NJ21V NJ22V

Figura 3.2 Antibiogramas das estirpes com resisténcia. A figura mostra os antibiogramas dos
trés isolados que apresentaram resisténcia com a seguinte rotulagem: a. Discos de cefotaxima
(30 pg), b. Discos de imipenemo (10 pg), c. discos de ciprofloxacina (5 pg), d. Discos de
meropenemo (10 pg) e. Discos de colistina (10 pg). A seta vermelha indica crescimento

bacteriano com resisténcia.
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A MIC dos isolados resistentes a colistina esta apresentada na tabela 3.5

Tabela 3.5 Concentracgdo Inibitéria Minima (MIC) de cada isolado com resisténcia

fenotipica a colistina

Isolado  MIC (mg/L)

EBO7V > 256
NJ21V 48
NJ22V 0,64

Existem duas espécies Vibrio vulnificus e Vibrio cholerae com resisténcia intrinseca a
colistina (Bier et al., 2015), sendo o0 uso de colistina, nos meios de cultura, usados para
selecionar estes génereos de organismos (See, 2003) contudo Lei, et al. (2020) descreve
a presenca de dois V. parahaemolyticus com resisténcia a colistina 2 mg/L, valores
superiores ao apresentado pelo isolado NJ22V que apresentou MIC de 0,64 mg/L, mas
consideravelmente menor que os isolados EBO7V e NJ21V que registraram uma MIC >
256 mg/L e igual a 48 mg/L, respectivamente. Os resultados desde trabalho sé&o
contratitorios, devido a presenca de isolados resistentes a colistina diferentes dos géneros

intrinsicamente resistentes (See, 2003).

Os microrganismos do género Vibrio ndo sdo facilmente identificados através da
sequenciacao do gene 16s DNA. Por esta razdo optou-se por proceder a sua identificacdo
através da sequenciacao dos genes recA (Maeda et al., 2019), groEL (Teng et al., 2017),
rpoB (Tarr et al., 2007) e gryB (Kalia et al., 2015) Os trés isolados com resisténcia
fenotipica a colistina foram identificados como membros do género Vibrio tabela 3.6 e
anexo 3. Devido a semelhanca fenotipica entre os isolados NJ21V e NJ22V foi necessario
um alinhamento de suas sequéncias (Anexo 4) e uma comparacao morfoldgica (Anexo 5)

tendo-se concluindo que se trata de diferentes espécies.

E possivel identificar Vibrio através da sequenciacio de genes house keeping (Payne et
al. em 2005). Estes genes estdo envolvidos em diferentes mecanismos celulares
importantes, como a sintese e reparacdo do DNA, recombinacdo genética e diviséo
celular, motivo pelo qual sdo amplamente utilizado para identificacdo e classificacdo

bacteriana sendo considerado um método complementar de identificacdo de
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microrganismos (Maeda et al., 2019) no entanto, a identificacdo dos isolados resistentes
a colistina ndo foi possivel de forma inequivoca possivelmente devido a alta
heterogeneidade intra-gendmica presente em membros da familia Vibrionaceae
(Thompson et al., 2009), portanto, analises adicionais sdo necessarias para a sua
identificacdo, nomeadamente analises bioquimicas (Overman et al., 1985). As galerias
API poderéo ser usadas em trabalhos futuros e contribuir para a identificacdo destes
isolados.

De acordo com a analise de caracterizacao bacteriana usando genes house keeping (rpoA,
recA, pyrH, gyrB and gapA), um isolado é definido como pertencendo a uma espécie se
possuir >95% ou mais de identidade de DNA (Thompson et al., 2009). Estes valores ndo
sdo alcancados nos isolados resistentes a colistina, portanto, ndo foi possivel identificar
claramente a espécie, no entanto, os genes usados neste trabalho sdo suficientes para

chegar a uma aproximacao dos géneros presentes na amostra.

Tabela 3.6 Percentagem de identidade dos isolados

Isolado | Gene Identidade Percentagem
Vibrio mediterranei 91,03
recA Vibrio tubiashii 89,51
Vibrio sinaloensis 89,19
Vibrio hangzhouensis 98,56
16s Vibrio hangzhouensis 98,5
Vibrio hangzhouensis 98,1
Vibrio mediterranei 96,35
EBO7V | rpoB Vibrio mediterranei 96,04
Vibrio campbellii 89,63
Vibrio maritimus 94,82
gyrB Vibrio variabilitis 93,27
Vibrio mediterranei 89,11
Vibrio mediterranei 92,46
groEL Vibrio mediterranei 91,96
Vibrio alginolyticus 88,89
Vibrio hippocampi 87,61
recA Vibrio ichthyoenteri 87,58
Vibrio ichthyoenteri 87,46
NJ21V Vibrio hepatarius 99,33
16s Vibrio scopthalmi 99,09
vibrio atypicus 99,08
rpoB Vibrio anguillarum 88,75
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Vibrio anguillarum 88,64

Vibrio anguillarum 88,64

Vibrio mediterranei 88,7

groEL Vibrio mediterranei 88,28
Vibrio alginolyticus 87,81

Vibrio hippocampi 87,6

recA Vibrio ichthyoenteri 87,56
Vibrio ichthyoenteri 87,44

Vibrio scophthalmi 98,68

16s Vibrio sinaloensis 98,2
Vibrio sinensis 98,01

NJ22v Vibrio anguillarum 88,78
rpoB Vibrio anguillarum 88,74
Vibrio anguillarum 88,74

Vibrio mediterranei 87,42

groEL Vibrio crassostreae 87,08
Vibrio splendidus 86,86

Em verde sdo mostrados os valores de semelhanca mais elevados obtidos para as espécies de

Vibrio.

3.6 Pesquisa de genes de resisténcia a antimicrobianos

Dos testes realizados com os 23 pares de primers selecionados para este trabalho, foram
obtidos resultados positivos apenas para o gene mcr-1 que confere resisténcia a colistina,

nos trés isolados com resisténcia fenotipica ao mesmo antimicrobiano.

Vaérias investigacGes foram realizadas sobre a resisténcia apresentada por membros do
género Vibrio a varios tipos de antimicrobianos sendo que a resisténcia a S-lactamicos
tem sido comumente demonstrada através da presenca dos genes blatem, blactx-m, €
blanom-1  (Silvester et al. 2019). Resultados semelhantes aos descrito ndo foram
encontrados neste trabalho uma vez que nenhum gene de resisténcia a este grupo de

antimicrobianos foi encontrado.

Zhang et al., 2018 encontraram genes de resisténcia a quinolona (gnr e gepA) em
membros do género Vibrio. No entanto, os resultados obtidos no nosso trabalho néo

mostraram a presenca destes genes nos isolados.
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Wise et al. em 2018 encontrou genes mcr de resisténcia a colistina em membros da familia
Enterobacteriaceae, E. coli, Salmonella, Klebsiella pneumonia, Enterobacter cloacae
entre outros, genes que ndo foram encontrados nos nossos isolados de enterobactérias,

mas sim em trés isolados pertencentes ao género Vibrio, EBO7V, NJ21V e NJ22V.

Porém a resisténcia a colistina mediada por genes mcr, praticamente nao foi relatada em
bactérias do género Vibrio, existe apenas uma publicacdo para V. parahaemolyticus (Lei
et al., 2019), cujo trabalho foi realizado a partir de alimentos na China; estudos
semelhantes de Vibrio com resisténcia adquirida a colistina ndo foram encontrados na

Europa.

Além disso, nove alelos mcr-1 a mcr-9 que conferem resisténcia a colistina foram testados
para os 3 isolados que apresentaram resisténcia, sendo que se obtiveram resultados
positivos apenas para o gene mcr-1 (resultados presentes na Tabela 3.7).

Tabela 3.7 Resultados de PCRs, pesquisa genes mdveis mcr

Genes mcr Isolados
EBO7V | NJ21V NJ22V

mcr-1 + + +

mcr-2 - - -

mcr-3 - - -

mcr-4 - - -

mcr-5 - - -

mcr-6 - - -

mcr-7 - - -

mcr-8 - - -

mcr-9 - - -
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3.7 Extracéo de plasmideos

As extracdes de plasmideos foram feitas apenas para os isolados que apresentaram
resisténcia fenotipica a colistina (EBO7V, NJ21V, NJ22V) e os plasmideos foram
visualizados em geéis de agarose, somente foi possivel extrair os plasmideos dos isolados
EBO7V e NJ21V néo tendo sido possivel o isolamento de plasmideo do isolado NJ22V
(Figura 3.3). Isto pode ser devido a problemas na extracdo do plasmideo do isolado
NJ22V, uma quantidade baixa do plasmideo obtido na extragdo, uma possivel degradacao
parcial do plasmideo na amostra (Hanold & Vadamalai, 2017) ou ao facto de o isolado
ndo conter plasmideo. A resisténcia a colistina apresentada pelo isolado NJ22V podera
dever-se ao fato de o gene estar presente no DNA cromossémico (Shen, et al., 2018). Os
plasmideos s@o vetores importantes para a comunicacdo genética entre bactérias, pois a
sua troca promove adaptacdo e taxas evolutivas rapidas das bactérias para 0 meio
ambiente, sendo que existem atualmente mais de 4.600 sequéncias de plasmideos
descritas (Shintani et al., 2015), estes desempenham papéis importantes na transmissao
de resisténcia antimicrobiana e foram encontrados em praticamente todas as familias
bacterianas (Millan, 2018).

O geénero Vibrio ndo é excec¢do, plasmideos contendo genes de resisténcia a varios tipos
de antimicrobianos e, em alguns casos, mais de trés genes de resisténcia foram
encontrados no mesmo plasmideo (Tao et al., 2020), da mesma forma que neste estudo,

varios plasmideos diferentes foram relatados em Vibrio (Yang et al., 2019).
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Figura 3.3 Visualizagdo dos plasmideos extraidos dos isolados com resisténcia fenotipica a

colistina em gel de agarose A figura mostra, no primeiro pogo o marcador de pesos moleculares
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e nos pogos subsequentes os plasmideos extraidos dos isolados EBO7V e NJ21V, e NJ22V. A

seta vermelha indica a posicdo dos plasmideos no gel, com tamanho superior a 20.000 bp.

O resultado dos PCRs realizados mostrou a presenca do gel mcr-1 nos isolados EBO7V,
NJ21V e NJ22V (Figura 3.4). As sequéncias obtidas no PCR foram comparadas nas bases
de dados e foi possivel obter identidade de 100% para o gene mcr-1. As sequéncias e

comparagOes sao mostradas no Anexo 6.

‘

Figura 3.4 Gel de agarose com produtos de PCR para o gene mcr-1 dos plasmideos e do DNA
total dos isolados (EBO7V, NJ21V e NJ22V). No primeiro pogo encontra-se 0 marcador de
pesos moleculares e nos pocos subsequentes: P7. Gene mcr-1 presente no plasmideo do isolado
EBO7V, 7. mcr-1 presente no DNA isolado de EBO7V, P21. Gene mcr-1 presente no plasmideo
do isolado NJ21V, 21. mcr-1 presente no DNA isolado de NJ21V, P22. Gene mcr-1 presente no
plasmideo do NJ22V. 22 mcr-1 presente no DNA isolado de NJ22V, (+) mcr-1 controlo

positivo, (-) controlo negativo.
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Os resultados do alinhamento das sequéncias de mcr-1 obtidas dos isolados resistentes

demonstram que ndo hé diferenca entre as sequéncias (Figura 3.5)

merlEROTV
merlNJ21V
merlNJ22V

mcrlEBOTV
merlNJ21V
morlNJ22V

merlEROTV
merlNJ21V
merlNJ22V

mcrlEBOTV
merlNJ21V
morlNJ22V

AATCAGCCARACCTATCCCATCGCGGAC GACGATCGCTGTCET 80
——————————— CCTATCCCATCGCGEA TGACGATCGCTGTCET 49
—————— CCAAACCTATCCCATCECEEACRATCTCEECTTIGTGCTRACGATCECTGTICET 54
HERKHREETRE R IR T TR AR R T TR Ak dhhk kR hkk kv khkhkkkhhhkk
GCTICTITTEECECEATGCTACTGATCACCACGCT T TATCATCETATCGCTATGTECTARR 120

GCICTITTGECGCGATGCTACT GATCACCACGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTARA 109
ACTGATCACCACGCTGTITATCATCGTATCGCTATGTGCTRRA 114

R R R A R A R A A A A A AR A AR F A A RE TR S S

GCCTIGIGTIIGATTTTIGCTATTARTCATGES GACCAGTTATITTACTIGRACACTTA 180
GCOCIGIGITGATITIGCTATTARTCATG GACCAGITATITTACTIGRCACTTIA 1c9
GCCIGIGTITGATITIGCTATTAATCATR TGACCAGTTATTTTACTGACACTIA 174

R R R R R R R R R R R S R R R R R R R RS SRR RS EEEEEE]

IGECACGETICTATGRATACGACCATGCTCCARRRTGCCCTACRR 223
IGGE GFEICTATGATACGRCCATGCICCARRRTGCCCTRCRG 212
TGG GGICTATGATACGRCCATGCTCCARRATGCCCTRACRAG 217

AR R AR AT LR R R R R IR TR EERRE TR R IR TR AR

Figura 3.5 Alinhamentos das sequéncias mcr-1 presentes nos 3 Vibrios com resisténcia a

colistina. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment das As secuencias mcr-1 presentes

em Vibrio aislados de dos especies de almeijoas . Ndo se observa variagdo genética nos

fragmentos sequenciados.

3.8 Transformacéo bacteriana

Depois que todo o protocolo de transformacao ser concluido, ndo se verificou crescimento

das bactérias transformadas. Este facto pode sugerir uma falha no procedimento

executado devido a problemas de manipulacdo, ma qualidade do DNA plasmidico,

problemas relacionados com as células competentes (Tarr et al.,, 2007) ou a

impossibilidade de mobilizacdo do plasmideo. Por este motivo é necessario repetir a

transformac&o ou recorrer a outros métodos para demonstrar a mobilidade genética

Apesar do elevado numero de publicacbes que associam aos genes mcr com as

Enterobactérias, publicacdes recentes sugerem diferentes grupos de origem: Moraxella,

Enhydrobacter, Methylophilaceae, Limnobacter e os Vibrios como fontes primarias do

gene (Khedher et al., 2020), estas Ultimas estudadas neste trabalho, o que pode sugerir a

presenca do gene nos nosso isolados e explicar de certa maneira a sua baixa mobilidade.
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4 Conclusoes

Com os resultados obtidos pode concluir-se que a carga microbiana de Vibrio spp. e
enterobactérias encontradas nos moluscos Ruditapes decussatus e Ruditapes
philippinarum é baixa, tanto na Lagoa de Obidos como na Ria Formosa no Algarve. As
enterobactérias que foram isoladas ndo possuem genes que Ihes confiram resisténcia a
quinolonas, S-lactamases de largo espectro, carbapememos, nem a colistina. Enquanto
0s membros do género Vibrio isolados ndo possuem genes que conferem resisténcia as
quinolonas, nem p-lactamases de largo espectro, mas possuem genes mdveis de
resisténcia a colistina. No entanto, estes genes ndo apresentam elevado potencial de
mobilizacdo, pelo que a sua transferéncia ndo pode ser demonstrada. Portanto, no futuro
sera importante realizar testes que comprovem a transferéncia dos genes de resisténcia

entre bactérias.
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5 Perspetivas futuras

E necesséaria uma identificacdo mais especifica das espécies de Vibrio presentes nas
améijoas, o qual pode ser realizado através do analises bioguimicas (Karki, 2018). Assim
como a utilizagdo de muitos outros genes para a sua identificacdo que poderiam ser
considerados op¢des dnaJ, flaE, hsp60, notl, ompW, , rpoA, rpoB, rpoX, rpos, sfil, sodB,
tdh, tlh, toxR,, trh, vegC , vhhP2, viuB e vwhA (Bucner et al., 2018).

Por outro lado, a realizacdo de testes de transferéncia também e muito importante, A
capacidade de transferir o gene mcr-1 mével de Vibrio para as enterobactérias ou outros

géneros bacterianas pode ser determinado através da conjugacéo bacteriana.

Tambem é necessario realizar uma cura do plasmideo para demonstrar se os genes de
resisténcias estao efetivamente presentes nos plasmideos o ou estes estdo presentes no

DNA cromossomico (Sawabe et al., 2007).

Este trabalho podera ajudar a entender a disseminacdo de genes de resisténcia entre
diferentes espécies bacterianas e auxiliaria em outras pesquisas sobre resisténcia a
colistina, gerando um amplo panorama para futuras pesquisas sobre Vibrio com

resisténcia a antimicrobianos.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de Primers e condi¢des de PCR

Tamanho . Tempo | Temperatura
Primers (bp) Sequéncias (seg.) (°C) Referéncia
Fw GTCTACCAATGGGTCGTATC (Chen et al.,
recA 700 Re GCCATTGTAGCTGTACCAAG 30 60 2015)
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Hossain et
16s 1500 |1492R|GGTTACCTTGTTACGACTT 40 56 al., 2014)
Fw TCCARAACATGGGGCGCACAA (Sawabe et al.,
groEL 1100 |Re ACGTTTTGYTCTTCGTTGTCRC 35 68 2007)
Fw GAAGTTATCATGACGGTACTTC (He et al.
gryB 1300 |Re AGCGTACGAATGTGAGAACC 30 58 2016)
vic2 |GAGTCTTCGAAGTTGTAACC (Shirani et al.
rpoB vicd | GGCGAAATGGCWGAGAACCA 30 51,5 2016)
Fw GCAAGTTCATTGAACAGGGT (Cattoir et al.,
gnrS 428 Re TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 30 54 2007)
Fw AGAGGATTTCTCACGCCAGG
gnrA 580 Re TGCCAGGCACAGATCTTGAC 30 54
Fw GGMATHGAAATTCGCCACTG (Wang et al
qnrB 264 |Re |TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 30 54 2000)
Fw GGGTTGTACATTTATTGAATC
gnrC 320 |[Re TCCACTTTACGAGGTTCT 30 50
Fw CGAGATCAATTTACGGGGAATA (Cavaco et al.,
gnrD 644 Re AACAAGCTGAAGCGCCTG 25 50 2009)
Fw AACTGCTTGAGCCCGTAGAT (Kim et al
gepA 596 Re GTCTACGCCATGGACCTCAC 20 50 2009)
Fw GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
blaiwe 232 Re GGTTTAAYAAAACAACCACC 15 50
Fw GATGGTGTTTGGTCGCATA (Bina et al
Blavim 390 Re CGAATGCGCAGCACCAG 25 55 2015)
Fw CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
(Nordmann et
blakpc 798 Re CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 25 52 al., 2011)
Fw GGTTTGGCGATCTGGTTTTC (Hosseinzadeh
blanom 621 Re CGGAATGGCTCATCACGATC 25 52 etal, 2018)
Fw GCGTGGTTAAGGATGAACAC
(Mulvey et al.,
blaoxa 438 Re CATCAAGTTCAACCCAACCG 25 52 2003)
Ul ATGTGCAGYACCACTAARGTKATGGC
(Ehlers et al.,
blactx-m 593 U2 TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG | 25 60 2009)
Se ATGCGTTATATTCGCCTGTG (Sedighi et al.,
blaskv 747 As TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 25 55 2017)
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Se

TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA

(Sedighi et al.,
blarew | 445 |As | ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 25 50 2017)
Fw |AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
mer-1 | 320 [Re |AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 20 58
Fw |CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT
mer-2 | 715 |[Re | TCTAGCCCGACAAGCATACC 25
Fw | AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
mer-3 | 929 [Re  |AATGGAGATCCCCGTTTTT 30
Fw |TCACTTTCATCACTGCGTTG 58
mer-4 | 1116 [Re  |TTGGTCCATGACTACCAATG 45
Fw |ATGCGGTTGTCTGCATTTATC
mer-5 | 1644 [Re  |TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 45
Fw |GTCCGGTCAATCCCTATCTGT (Rebelo et .
mer-6 | 556 |Re | ATCACGGGATTGACATAGCTAC 25 2018)
Fw |TGCTCAAGCCCTTCTTTTCGT
mer-7 | 892 [Re |TTCATCTGCGCCACCTCGT 30 55
Fw |AACCGCCAGAGCACAGAATT (Wang etal.,
mer-8 | 667 |Re |TTCCCCCAGCGATTCTCCAT 30 60 2018)
Fw |CGGTACCGCTACCGCAATAT
mer-9 | 389 |Re |ATAACAGCGAGACACCGGTT 30 58
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Anexo 2. Antibiogramas

PDE Ola eropenemao ProTiOXa
NB04V 13 32 37 30 27
NBO8V 20 35 37 39 32
NBO9V 22 25 32 32 34
NB10OV 35 40 37 36 35
NB11V 22 32 35 36 26
NB12V 25 33 30 35 35
NB13V 40 39 40 37 36
NB14V 39 40 36 38 36
NB15V 18 30 36 34 27
NB16B 22 30 36 33 28
NB17V 22 31 35 34 29
NB18V 22 32 37 35 27
NB19V 13 30 34 32 28
NB20V 14 34 37 40 29
NB21V 20 34 40 36 30
NJO1V 19 30 36 33 28
NJO2V 18 34 38 32 30
NJ04V 19 35 40 33 29
NJO6V 13 32 37 32 26
NJO7V 15 27 35 32 27
NJ10V 40 37 36 40 34
NJ12V 20 34 40 35 30
NJ13V 20 34 34 55 28
NJ14V 22 30 36 35 35
NJ15V 20 30 34 36 27
NJ18V 10 25 30 36 29
NJ21V 35 35 32 35
NBO1E 14 35 25 30 40
NBO2E 13 32 17 26 30
NBO3E 12 32 35 35 34
NBO4E 12 30 32 33 33
NBO5E 12 29 33 33 37
NJO1E 14 32 20 22 32
NJO2E 12 29 32 32 35
NJO3E 13 32 35 35 33
NJO4E 12 30 33 30 32
NJOSE 13 29 32 32 30
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NJO7E

NJO8SE 1,3 3 3,2 3,3 2,7
NJOSE 1,2 2,7 3,2 3,3 3,3
NJ10E 1,3 3 3,6 3,6 3,5
NJ11E 15 3,2 2 2,7 3,5
NJ12E 1,3 3,1 3,3 3,4 3
EBO1V 2 3,4 3,6 3,6 3,2
EBO2V 15 3,4 4 3,6 2,7
EBO3V 15 3,5 4 3,2 2,8
EBO04V 15 3,4 3,8 3,5 2,6
EBO5V 1,6 3,5 3,2 3 3,7
EBO6V 2,1 3 3,4 3,2 3,6
EBO8V 1,6 2,8 3,2 3,4 25
EBO9V 2 4 3,6 3,6 3,5
EB10V 1,6 3,2 3,5 3,3 2,4
EB11V 2,6 3,8 4 3,7 3,2
EB12V 1,6 3,3 3,5 3,5 2,9
EB13V 2 3,9 4 4 3,2
EB14V 15 3,5 4 3,8 2,5
EB15V 15 3 3,6 3,5 2,7
EBO1E 1 2,8 3,3 3,5 3,6
EBO2E 1,2 3,5 3,2 3,7 3,7
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Anexo 3. Sequéncias obtidas e comparacdo em bancos de dados

EBO7V

TCGTATCGTTGAGATCTACGGTCCAGAGTCATCAGGTAAAACAACGCTTACTCTTGAGTGTATTGCTGCTGCTCAAAAAGCAGGTAAAA
CCTGTGCGTTTATCGATGCTGAGCACGCGCTAGACCCTGTTTATGCGAAGAAGCTAGGTGTTGATATCGACGCGCTACTTGTGTCTCAG
CCAGATACAGGTGAACAAGCACTTGAAATCTGTGACGCACTGGCACGTTCTGGCGCGATTGACGTAATGGTTATCGACTCGGTTGCAG
CACTGACACCAAAAGCGGAAATCGAAGGTGAGATGGGCGATAGCCACATGGGTCTGCAAGCTCGTATGCTTTCTCAAGCGATGCGTAA
GCTTACAGGTAACCTAAAGCAGTCTAACTGTATGTGTATCTTCATTAACCAAATTCGTATGAAGATTGGTGTTATGTTCGGTAACCCAG
AAACGACTACGGGTGGTAACGCACTTAAATTCTACGCGTCTGTTCGTCTTGATATCCGCCGTACTGGCTCTATCAAAGAAGGCGACGAA
GTGGTGGGTAACGAAACTCGCATTAAAGTGGTTAAGAACAAGATCGCAGCGCCATTTAAGCAAGCGGAAACGCAAATTCTATACGGTC
AAGGCTTCAACCGTTACGGCGA

Max Total Query E Per.

Description Score Score  Cover value Ident Accession
Vibrio sp. R-616 pair protein (recA) gene. partial cds 876 876 92% 0.0 9340% EUT16985.1
Vibrio sp. AmSamHHA2 r: A (recA) gene. partial cds 806 806 B84% 00 9338% JNT151141
Vibrio sp. R-81 r bination-repair protein (recA) gene, partial cds 819 819 B86% 0.0 93.32% EUT16972.1
Vibrio variabilis strain R-40492 recombinase A (recA) gene._partial cds 773 773 86% 00 9173% GU929934 1
Vibrio sp. R-78 1 bination-repair protein (recA) gene. partial cds 771 771 86% 00 9171% EUT16968.1
Vibrio strain R-12 reco -repair protein (recA) gene, partial cds 782 782 90% 0.0 91.03% EUT16942.1
Vibrio sp. cn83 RecA (recA) gene. partial cds 832 832 99% 00 9014% FJI781831
Vibrio tubiashii strain R-659 r bination-repair protein (recA) gene._partial cds 74T 74T 91% 00 8951% EUTIT0151
Vibrio sinaloensis strain R-701 ion-repair protein (recA) gene. partial cds 728 728 90% 0.0 89.19% EUTI7054.1
Vibrio sinaloensis strain R-654 1-1epair protein (recA) gene. partial cds 736 736 91% 00 B8915% EUTIT013.1

NJ21V

GGTCGTATCGTTGAAGTTTACGGTCCAGAATCATCAGGTAAAACCACGTTAACACTCGAACTGATTGCGGCAGCGCAACGTGTTGGTA
AAACCTGTGCTTTCATCGATGCAGAACACGCACTCGACCCGATTTATGCTAAAAAGCTAGGTGTAGATATCGATGCGCTGTTGGTTTCT
CAGCCCGATACGGGTGAGCAAGCGCTTGAAATTTGTGATGCATTAGCGCGTTCTGGTGCGATTGATGTCATGGTTGTCGACTCGGTTGC
AGCACTAACGCCAAAAGCTGAAATTGAAGGCGAAATGGGCGATAGCCACATGGGTCTGCAAGCTCGTATGTTATCTCAAGCAATGCGT
AAGCTAACAGGTAACCTTAAGCAGTCTAACTGTATGTGTATTTTCATCAACCAAATTCGTATGAAGATTGGTGTGATGTTTGGTAACCC
AGAGACAACCACGGGTGGTAACGCACTTAAGTTTTATGCTTCCGTTCGTCTTGATATCCGTCGCACAGGTTCTATCAAAGAAGGCGATG
AGATTGTTGGTAACGAAACACGTATCAAGGTCGTTAAGAACAAAATTGCTGCGCCATTTAAGCAAGCAGAAACGCAAATTTTGTATGG
CAAAGGTTTTAACCGTGAAGGTGAGCTGATTGAC

Max Total Query E = Per

Description Scure | Score | Cover | value | Ident | 252350
Vibrio partial recA gene for A _type strain BFLP-AT 760 760 100% 00 8761% FN4214351
Vibrio ichtt partial recA gene for r bi A _isolate DCR 1-4-11 710 710 93% 0.0 87.58% LMN626595.1
Vibrio ichtt partial recA gene for bil A isolate DAQ 2-1-1B 764 754 100% 00 8746% LN626534 1
Vibrio partial recA gene for r A _isolate DAQ 2-1-1A 754 754 100% 0.0 87.46% LMNG626593.1
Vibrio ichtk partial recA gene for r bi A_strain CECT 8171 754 754 100% 00 8746% LMN626592 1
Vibrio ichthyaenteri partial recA gene for r A_strain CECT 7096 754 754 100% 0.0 87.46% LNG626591.1
Vibrio ichtt partial recA gene _strain R-3774 754 754 100% 0.0 87.46% AJS4Z4471
Vibrio partial mRMA for -repair protein (recA gene), type strain LMG 19664T 754 754 100% 00 8746% AJ550858 1
Vibrio plantisponsor strain MGSRF60 bil DNA repair protein (recA) gene._partial cds 749 749 100% 0.0 87.31% HME40386.1
Vibrio ichtt partial recA gene. strain R-3789 743 749 100% 00 8731% AJG424481

NJ22V

GTCGTATCGTTGAAGTTTACGGTCCAGAATCATCAGGTAAAACCACGTTAACACTCGAACTGATTGCGGCAGCGCAACGTGTTGGTAA
AACCTGTGCTTTCATCGATGCAGAACACGCACTCGACCCGATTTATGCTAAAAAGCTAGGTGTAGATATCGATGCGCTGTTGGTTTCTC
AGCCCGATACGGGTGAGCAAGCGCTTGAAATTTGTGATGCATTAGCGCGTTCTGGTGCGATTGATGTCATGGTTGTCGACTCGGTTGCA
GCACTAACGCCAAAAGCTGAAATTGAAGGCGAAATGGGCGATAGCCACATGGGTCTGCAAGCTCGTATGTTATCTCAAGCAATGCGTA
AGCTAACAGGTAACCTTAAGCAGTCTAACTGTATGTGTATTTTCATCAACCAAATTCGTATGAAGATTGGTGTGATGTTTGGTAACCCA
GAGACAACCACGGGTGGTAACGCACTTAAGTTTTATGCTTCCGTTCGTCTTGATATCCGTCGCACAGGTTCTATCAAAGAAGGCGATGA
GATTGTTGGTAACGAAACACGTATCAAGGTCGTTAAGAACAAAATTGCTGCGCCATTTAAGCAAGCAGAAACGCAAATTTTGTATGGC
AAAGGTTTTAACCGTGAAGGTGAGCTGATTGAC

Max | Total Query E = Per

A Score | Score  Cover value | Ident | =25
Vibrio partial recA gene for A _type strain BFLP-4T 758 758 100% 0.0 87.60% FN421435.1
Vibrio partial recA gene for A _isolate DCR 1-4-11 708 708 93% 00 B8756% LN6265351
Vibrio i partial recA gene for i A_isolate DAQ 2-1-18 762 752 100% 00 B744% LN6265941
Vibrio partial recA gene for A _isolate DAQ 2-1-1A 762 752 100% 00 B8744% LN6265931
Vibrio i partial recA gene for i A,_strain CECT 8171 762 752 100% 00 B744% LNG265921
Vibrio ichtt i partial recA gene for bi A_strain CECT 7096 762 752 100% 00 B744% LN6266311
Vibrio ichtt i partial recA gene_strain R-3774 762 752 100% 00 8744% AJ842447 1
Vibrio ichtt i partial mRNA for ion-repair protein (recA gene), type strain LMG 19664T 762 752 100% 00 8744% AJ560858 1
Vibrio partial recA gene,_strain LMG 13217 749 743 99% 00 8740% AJ8423951
Vibrio comitans strain LMG 23416 RecA (recA) gene. partial cds TA7T 747 99% 0.0 87.38% EUS41597.1
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Anexo 4. Alinhamento das sequencias dos isolados NJ21V e NJ22V

e recA
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Anexo 5. Comparacdo morfolégica dos isolados NJ21V e NJ22V.

Fotografia 1

Tamanho

(aprox.)
cédigo | Cor | Nucleo mm. Borde | Anéis
NJ21V | Amarelo | Amarelo <1 Regular No
NJ22V | Amarelo | Amarelo 2 Regular Si

Fotografia 2

72



Anexo 6. Sequéncias mcr-1 obtidas a partir de os plasmideos e comparacao
em bancos de dados

e mcr-1 do Plasmideo do isolado EBO7V

AATCAGCCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCA
CGCTGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTT
ATGGCACGGTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGTATCCTGACCAAGCCGAGACCAAGGTATCTATA

Max Total Query E  Per
Score Score Cover value  Ident

Description Accession

coli strain 91 plasmid unnamed, complete sequence 446 446 9%% 3121

446 446 99% 3e-121

446 446 99% 3e121

446 446 99% 30121 9843% |

446 446 99% 3e-121
46 446 9% 3e-121

446 446 99% 3e121

4456 446 99% 3e121

446 446 99% 3e-121

[CH<H<H<H<NN<H<N<N<]

446 446 99% 30121 9843% APO

<1..>251
/locus_tag="mima_00037"
CDs <1..>251

/gene="mcri"

Q
]
8
1]

e mcr-1 do Plasmideo do isolado NJ21V

CCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGCTGTTA
TCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTTATGG
CACGGTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGGATCTAA

Max  Total Query E Per

Description
i Score Score Cover value Ident

Accession

Escherichia coli strain 91 plasmid unnamed. complete sequence 42 42 9% 30120 100.00% M
442 442 99% 3e-120 100.00% M

442 442 99% 3e-120 100.00%
442 442 99% 3e-120 100.00% LC:
442 442 99% 3e-120 100.00%

442 442 99% 3e-120 100.00% LC

442 442 99% 3e-120 100.00% L

CECH<NN<N<N<N<
. P

442 442 99% 3e-120 100.00%

<

442 442 99% 3e-120 100.00%

<]

Escherichia coli 2018.02.02CC CC O} " 42 442 99% 3120 100.00% AP021897 1

gene <1..>239

/locus_tag="mima_00037"
CDs <1..>239
/gene="mcri"

e mcr-1 do Plasmideo do isolado NJ22V

CCAAACCTATCCCATCGCGGACAATCTCGGCTTTGTGCTGACGATCGCTGTCGTGCTCTTTGGCGCGATGCTACTGATCACCACGC
TGTTATCATCGTATCGCTATGTGCTAAAGCCTGTGTTGATTTTGCTATTAATCATGGGCGCGGTGACCAGTTATTTTACTGACACTT
ATGGCACGGTCTATGATACGACCATGCTCCAAAATGCCCTACAGACCGACCAAGCCGAGACCAAGGATCTAAG

G Max Total Query E Per »

escription ccession
7 Score Score Cover value Ident

Escherichia coli strain 91 plasmid unnamed_complete sequence 451 451 99% 6e-123 100.00% M

451 451 99% 6e-123 100.00%

451 451 99% 6e-123 100.00%

451 451 99% 6e-123 100.00% L

451 451 99% 6e-123 100.00% LC

451 451 99% 6e-123 100.00%
451 451 99% 6e-123 100.00% L

id p; 451 451 99% 6e-123 100.00%

mid p2017: 451 451 99% 6e-123 100.00% LC

[CE<B<N<N<N<H<N<N<N<]

2CC plasmid p201 451 451 99% Ge-123 100.00%

gene <1..>244

/locus_tag="mima 00037"
CDs <1..>244
/gene="mcri"
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