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RESUMO

CLONAGEM, EXPRESSAO, PURIFICACAO E AVALIACAO ENZIMATICA DA
METALO-B-LACTAMASE DO TIPO NDM PARA PADRONIZACAO DE TESTE
IMUNOCROMATOGRAFICO

Bactérias produtoras de B-lactamases tipo NDM sdo um grave problema de salde
publica. Esses patdgenos possuem perfil multirresistente e causam infecgbes hospitalares de
dificil tratamento, restando poucas op¢Oes terapéuticas disponiveis e culminando em altas taxas
de mortalidade. Adicionalmente, diferentes espécies bacterianas ja foram identificadas como
produtoras de NDM, indicando seu grande poder de disseminagdo. A Organizacdo Mundial da
Saude recomenda a implementacéo de estratégias de controle e prevencao da resisténcia através
de desenvolvimento de testes diagndsticos simples e rapidos. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi a clonagem, expresséo, purificacao e avaliacdo enzimatica da metalo-beta-lactamase
do tipo NDM visando a padronizacdo de um teste imunocromatografico para a deteccdo de
bactérias produtoras de NDM. Para tal, realizou-se a clonagem e expressao do gene blanpwm
proveniente de uma cepa de K. pneumoniae, seguida pela purificagdo da rNDM e imunizac6es
de coelhos com a proteina recombinante adsorvida a hidroxido de aluminio para obtencédo de
soro policlonal anti-rNDM. Apds esta etapa, procedeu-se a avaliagdo do potencial do anticorpo
policlonal para deteccdo de rNDM e de amostras bacterianas produtoras e ndo produtoras de
NDM através de ELISA e por imunocromatografia de fluxo lateral. A avaliacdo do anticorpo
policlonal por ELISA evidenciou uma especificidade e sensibilidade de 100%. O teste
imunocromatografico padronizado foi capaz de detectar INDM com sucesso, bem como a
proteina nativa em diferentes amostras clinicas. Os resultados obtidos na plataforma
imunocromatografica demonstraram que o anticorpo policlonal anti-rNDM possui potencial
para ser empregado no diagnostico de bactérias produtoras de NDM. Estratégias como o uso de
anticorpos monoclonais em associa¢do ao policlonal e a avaliacdo de outras condi¢fes dos
elementos do sistema serdo posteriormente empregadas para melhorar o desempenho do teste.
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ABSTRACT

CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION AND ENZYMATIC EVALUATION OF
METALLO-B-LACTAMASE TYPE NDM FOR STANDARTIZATION OF AN
IMMUNOCHROMATOGRAPHIC TEST

NDM-producing bacteria are a serious public health problem. These pathogens have
a multiresistant profile and cause difficult to treat hospital infections, leaving few therapeutic
options available and culminating in high mortality rates. Additionally, different bacterial
species have already been identified as producing NDM, indicating a great potential for
dissemination of this resistance determinant. The World Health Organization recommends the
implementation of resistance control and prevention strategies through the development of
simple and rapid diagnostic tests. In this context, the objective of this study was the cloning,
expression, purification and enzymatic evaluation of the metallo-beta-lactamase type NDM
aiming the standardization of an immunochromatographic test for the detection of NDM-
producing bacteria. For achieving this goal, cloning and expression of the blanom gene from a
K. pneumoniae strain were carried out, followed by purification of rNDM and rabbit
immunizations with the rNDM adsorbed to aluminum hydroxide to obtain anti-rNDM
polyclonal serum. We also evaluated the potential of the polyclonal antibody to detect INDM
and NDM-producing bacteria by ELISA and lateral flow immunochromatography. The
polyclonal antibody by ELISA showed a 100% of specificity and sensitivity. The standardized
immunochromatographic test was also able to detect both rNDM and the native protein in
clinical isalates in a specific fashion. The results obtained in this study showed that polyclonal
anti-rNDM antibody has potential to be used in the diagnosis of NDM-producing bacteria.
Strategies such as the use of monoclonal antibodies in combination with polyclonal and the
evaluation of other conditions of system elements will be employed to improve the test
performance.



I. INTRODUCAO

1.1. Cenéario atual da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

A disseminacédo de bactérias multirresistentes é considerada uma séria ameaca a saude
da populacdo, tanto no ambiente hospitalar quanto na comunidade (OMS, 2012; CDC, 2013).
A pressdo seletiva ocasionada pelo uso excessivo e indiscriminado de antimicrobianos é um
dos fatores mais relevantes para a resisténcia, sendo o cenario bastante agravado pelo fato de
0s antibidticos ndo serem utilizados somente para tratamento de seres humanos, mas sendo
empregado de forma abusiva como promotores de crescimento e no controle, prevencao e
tratamento de doencas em animais de pecuaria (CDC, 2013; Laxminarayan, 2014). Também
sdo considerados fatores importantes para a rapida disseminagdo de bactérias resistentes a
plasticidade genémica das bactérias, que permite a transferéncia horizontal de determinantes de
resisténcia, a auséncia de medidas adequadas de controle de disseminacdo de bactérias
multirresistentes, especialmente em paises em desenvolvimento, e a facilidade de trafego de
pessoas entre diferentes paises e continentes (OMS, 2012; Johnson & Woodford, 2013;
Hawkey, 2015). Além disso, a constatacdo de que novos antimicrobianos ndo estdo sendo
desenvolvidos na mesma velocidade do surgimento de bactérias multirresistentes torna o

cenario ainda mais grave (Laxminarayan, 2013, 2014).

Atualmente, o tratamento para muitas infeccGes corriqueiras ou complexas tem se
tornado algo bastante dificil ou até mesmo inexistente, de modo que infec¢Bes que outrora eram
de facil tratamento, hoje estdo sem opcgoOes terapéuticas (OMS, 2012). Nos Estados Unidos,
aproximadamente 23 mil pessoas morrem por ano devido infeccBes causadas por micro-
organismos resistentes. Enquanto que dois milhdes de pessoas adoecem todo ano por infec¢oes

causadas por bactérias resistentes aos antimicrobianos de escolha para tratamento (CDC, 2013).

Infeccdes causadas por micro-organismos resistentes geram grandes custos no setor da
salde, estando relacionadas com o aumento da morbidade, prolongamento do tempo de
internacdo, maior risco de complicagdes e, 0 mais preocupante, a maior taxa de mortalidade.
Segundo estimativas, custos relacionados ao tratamento de satde devido a infeccGes resistentes
a antimicrobianos estavam em torno de 20 milhdes de dolares por ano somente nos Estados

Unidos da América (EUA), enquanto que a estadia no hospital era de oito milhdes de dias a
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mais. Além dos impactos na saude, a resisténcia aos antimicrobianos também gera impactos no
setor econémico, como perda de produtividade de méo-de-obra e aumento de gasto em
diagnostico e tratamento (OMS, 2012, 2014; CDC, 2013). N&o existem publicacGes na
literatura ou dados oficiais acerca do impacto econémico das infecgdes por micro-organismos

resistentes no Brasil.

As bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) e Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE), foram por muito tempo os
principais micro-organismos associados as infeccdes relacionadas a assisténcia em saude
(IRAS) (Livermore, 2012). No entanto, a partir de 2006, foi observada uma mudanca nesse
cenario com a queda do numero de infeccBes por MRSA em diferentes paises europeus, como
0 Reino Unido (Wilson et al. 2011) e também nos Estados Unidos (Lee et al. 2011). Essa queda
foi possivelmente provocada pela implementacdo de politicas de controle, assim como pelo
aumento de infeccBes por patdégenos Gram-negativos, que sdo reconhecidos pela sua maior
diversidade e complexidade. Além disso, o ano de 2003 marcou a crescente dominancia dos
Gram-negativos, iniciada principalmente pelo rapido aumento da incidéncia de amostras
positivas para fB-lactamases de espectro estendido (ESBL) do tipo CTX-M (cefotaximases)
(Mushtaq et al. 2003; Livermore, 2012).

A disseminacdo mundial de bactérias produtoras de ESBLs implicou no maior uso dos
carbapenémicos (Paterson, 2006; MacVane, 2016), que sdo antimicrobianos reconhecidos
como a ultima opcdo de terapia contra patdgenos Gram-negativos multirresistentes. A
consequéncia do uso abusivo dos carbapenémicos em terapias empiricas, aliado a outros fatores
como, por exemplo, uso na pecuéria e falta de saneamento basico, tornaram possiveis a selecdo
e disseminacdo de micro-organismos resistentes a esses antimicrobianos pelo mundo
(Livermore, 2012).

A Assembléia Mundial de Salde aprovou, em 2015, o Plano de Ac¢do Global em
Resisténcia Microbiana pela Assembléia Mundial de Salde, incentivando os paises membros a
implementarem seus préprios planos nacionais para o combate, controle e vigilancia da
resisténcia microbiana (OMS, FAO & OIE, 2016). O cenario da resisténcia aos antimicrobianos
no Brasil ndo esta diferente do que é visto no mundo. Desta forma, o Brasil desenvolveu um
Programa Nacional de Prevencdo e Controle de Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a Saude
com o objetivo geral de diminuir a incidéncia de IRAS no pais. O Boletim de Seguranga do
Paciente e Qualidade em Servicos de Saude n° 14 da ANVISA, que apresenta uma avaliacéo

dos indicadores nacionais das IRAS e resisténcia microbiana do ano de 2015, mostra altas taxa



de resisténcia a oxacilina em cocos Gram-positivos (principalmente Staphylococcus sp.), aos
carbapenémicos em bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (Acinetobacter spp. e
Pseudomonas aeruginosa) e as cefalosporinas de amplo espectro em Enterobactérias, em UTI
adulto (Figura 1.1) (ANVISA, 2015) .
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Figura 1.1: Porcentagem de fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos em bacilos Gram-negativos
mais detectados em infecgdes primérias de corrente sanguinea associadas a catéter venoso central em
UT]I adulto de hospitais brasileiros no ano de 2015. Adaptado de ANVISA (2015).

Um grupo de Séo Paulo publicou recentemente um artigo sobre a resisténcia microbiana
aos B-lactamicos e as polimixinas em Enterobacteriaceae no Brasil, onde frisou o aumento da
disseminagdo de bactérias produtoras de p-lactamase presentes em plasmideos nas Gtimas trés
décadas e salientou a importancia da enzima KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) em
Klebsiella pneumoniae resistentes aos carbapenémicos como 0 mecanismo de resisténcia mais
comum (Sampaio & Gales, 2016). Esse estudo, assim como o de Bonelli et al. (2014), que
ressalta os altos niveis de resisténcia aos antimicrobianos na América do Sul quando
comparados aos mundiais, demonstram a necessidade de maior controle de infec¢des por micro-
organismos multirresistentes no pais e a implementacdo de politicas de restricdo de uso

indevido de antimicrobianos (Bonelli et al. 2014; Sampaio & Gales, 2016).

1.2. Mecanismos de ac¢do dos antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas sintéticas ou naturais capazes de inibir o
crescimento bacteriano (efeito bacteriostatico) ou capazes de matar as bactérias (efeito
bactericida). Os antimicrobianos naturais, conhecidos como antibioticos, sdo aqueles

produzidos por micro-organismos. Os antibidticos naturais podem ser alterados quimicamente
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para aumentar sua eficacia, sendo chamados de antibidticos semi-sintéticos. As propriedades
essenciais de um antimicrobiano seriam: toxicidade seletiva, ou seja, a capacidade da droga de
agir somente no alvo esperado; atuacdo em baixas concentracfes; e acdo bactericida (Madigan
et al. 2010).

Existem diversos mecanismos pelos quais os antimicrobianos podem atuar, como: na
organizacdo da membrana citoplasmatica; no processo de transcricdo do acido
desoxirribonucleico (DNA); na replicacdo do DNA,; na sintese de proteinas; na sintese do

peptideoglicano e; no metabolismo do &cido folico.

Dentre todos os antimicrobianos, os p-lactamicos (que agem na sintese do
peptideoglicano) ganham destaque como importantes op¢Oes terapéuticas pela sua grande
diversidade em termos de propriedades quimicas e farmacolégicas (Livermore & Woodford,
2006), aliado a sua baixa toxicidade visto que seu alvo ndo é encontrado em organismos
eucariotos, e pela sua facil administracdo. O mecanismo de acdo dos B-lactdmicos envolve a
interrupcdo da transpeptidacdo (reacdo responsavel pelo estabelecimento de uma ligacdo
cruzada entre duas cadeias de peptideoglicano), através da ligagdo covalente do antimicrobiano
a transpeptidases. A auséncia da transpeptidacdo acarreta a formacgdo de uma parede celular
defeituosa e fragil, de forma que podem ocorrer rupturas da estrutura do peptideoglicano. Uma
caracteristica importante dessa classe de antimicrobianos seria sua atividade tempo-dependente,
ou seja, necessitam que a bactéria esteja se multiplicando (fase exponencial do crescimento
celular) para que possa ser efetivo, visto que é nesse momento em que ocorre a sintese do
peptideoglicano. Os B-lactdmicos podem ser classificados em: (i) penicilinas, (ii) cefalosporinas
de primeira, segunda, terceira e quarta geracdo (ex. cefotaxime, ceftriaxona, ceftazidime), (iii)
carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) e (iv) monobactamicos (ex. aztreonam)
(Madigan et al. 2010; Pitout & Laupland, 2008; CDC, 2013).

1.3. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

As bactérias sdo micro-organismos bastante versateis, de forma que algumas podem ser
naturalmente resistentes a determinados antimicrobianos ou podem adquirir mecanismos para
sobrepujar a acdo dessas drogas. A resisténcia bacteriana € um fendmeno ocasionado pela
pressdo de selecdo, seja por forgas naturais de evolucdo ou pela presenca de antibioticos. Por
exemplo, o uso exarcebado de B-lactdmicos para tratamento de infec¢fes pode acarretar na
selecdo de cepas bacterianas resistentes no organismo do paciente que, sem a competicdo de
outras cepas menos resistentes ou de bacterias pertencentes a microbiota, permite seu aumento

populacional (Figura 1.2) (Baym et al. 2016). Esse cenario torna o caso do paciente bastante



complicado, pois antibi6ticos considerados de primeira linha para o tratamento ja ndo serdo
mais eficazes (CDC, 2013; Boyle & Zembower, 2015).
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Figura 1.2: Processo de selecdo de cepas bacterianas resistentes pela pressao seletiva ocasionada pelos
antimicrobianos. (1) Presenga de bactérias, sendo poucas delas resistentes a drogas. (2) O antimicrobiano
promove uma pressao de sele¢do, de forma que somente as bactérias resistentes sobrevivem. (3) Com a
baixa taxa de competicdo, bactérias resistentes conseguem se multiplicar e dominar aquele ambiente.
(4) Algumas cepas bacterianas conseguem transferir seus determinantes de resisténcia para outras
bactérias, deixando o cenario mais complicado. Adaptado de CDC (2013).

As bactérias podem ser naturalmente resistentes a determinados antimicrobianos devido
a fatores inerentes a sua estrutura ou funcdo. Por exemplo, bactérias Gram-negativas possuem
resisténcia intrinseca a glicopeptideos como a vancomicina visto que 0 composto ndo consegue

atravessar a membrana externa desses organismos (Tsuchido & Takano, 1988).

Por outro lado, as bactérias podem se tornar resistentes aos antimicrobianos através de
diferentes mecanismos. Um destes mecanismos seria dificultar a entrada e permanéncia do
antimicrobiano na célula através de modificagdes na expressao ou estrutura de porinas ou pela
acdo de bombas de efluxo. A dificuldade de penetracdo e a expulsdo excessiva do
antimicrobiano interferem na sua agdo haja vista sua baixa concentragdo na célula (Blair et al.
2015; Fair & Tor, 2014). K. pneumoniae e Escherichia coli sdo exemplos de micro-organismos
em que foi detectada a resisténcia aos carbapenémicos mesmo sem producdo de
carbapenemases, devido a auséncia ou mutacdes nos genes codificantes para porinas da
membrana externa e/ou atividade de bombas de efluxo, aliada a acdo conjunta de ESBLS
(Baroud et al. 2013). Tanto o efluxo ativo como alteragdo nas porinas podem conferir resisténcia

de baixo nivel a vérias classes de antimicrobianos.

A inativacdo enzimatica € um dos mecanismos de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos mais eficazes e disseminados (Bush et al. 1995; Bush, 2010; Blair et al. 2015).
Um dos métodos de inativacdo enzimatica envolve alteracdo da estrutura quimica do

antimicrobiano. Um exemplo deste tipo de acdo enzimatica sdo as enzimas modificadoras de
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aminoglicosideos (EMAs). Estes antimicrobianos sdo bastante suscetiveis a modificacGes
devido a seus grupamentos hidroxil e amida serem bastante propensos a inativacdo por EMAS
como as acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidiltransferases (Norris & Serpersu,
2013). A inativagdo enzimatica por hidrolise pode ser exemplificada pela producdo de -
lactamases, como a KPC, capaz de promover a hidrélise da ligagdo amida do anel B-lactamico
de todos os antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, como carbapenémicos e cefalosporinas
de espectro estendido, tornando-os incapazes de interferir na sintese do peptideoglicano (Blair
et al. 2015).

1.4. B-lactamases

Em bacilos Gram-negativos, a inativacdo enzimatica por hidrolise € o0 mecanismo mais
comum de resisténcia aos antimicrobianos (Bush & Jacoby, 2010). As B-lactamases s&o
enzimas bastante versateis que podem hidrolisar diferentes subclasses de B-lactamicos (Blair et
al. 2015).

Desde a descri¢ao da primeira -lactamase, a penicilinase, em 1940, diversas enzimas
capazes de hidrolisar os B-lactamicos tém sido identificadas (Abraham & Chain, 1988). A
incidéncia de micro-organismos como K. pneumoniae e E. coli produtoras de B-lactamases do
tipo SHV-1 e TEM-1 capazes de hidrolisar as drogas existentes na década de 80 e sua
disseminacdo para outras espécies, levou ao desenvolvimento das cefalosporinas de terceira
geracdo, que ganharam bastante destaque no tratamento de pacientes infectados com pat6genos
produtores dessas enzimas. No entanto, logo detectou-se enzimas capazes de hidrolisar
penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdo e aztreonam, sendo
chamadas de B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (Paterson & Bonomo, 2005).
Bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae sdo as principais produtoras de ESBLs
como CTX-M14 e CTX-M15, com destaque para as espécies K. pneumoniae e E. coli (Pitout
& Laupland, 2008). As ESBLs sdo enzimas de grande relevancia clinica e podem ser divididas
em diferentes classes, sendo as principais SHV, TEM, CTX-M e oxacilinases (OXA) (Jacoby
& Munoz-Price, 2005).

1.5. Carbapenemases

Com a disseminagéo das ESBLs, houve um aumento do uso de carbapenémicos, sendo
essa subclasse considerada frequentemente como os antimicrobianos de ultima escolha
empregados para tratamento de bactérias produtoras de ESBLs no ambiente hospitalar

(Livermore, 2012). Poréem, o uso exarcebado dos carbapenémicos estimulou a maior
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disseminacdo de enzimas capazes de cliva-los, as carbapenemases. Essas enzimas sao
consideradas as mais versateis B-lactamases existentes devido a seu espectro de a¢do ampliado,
sendo capazes de hidrolisar a maioria dos B-lactamicos. Genes codificantes de carbapenemases
podem estar presentes tanto no cromossomo quanto em plasmideos (Nordmann & Poirel, 2002;
Livermore & Woodford, 2006; Queenan & Bush, 2007).

Os primeiros relatos acerca de resisténcia aos carbapenémicos pela producdo de
carbapenemases ocorreram em bacilos Gram-negativos nao-fermentadores. Porém, a maior
preocupacado se concentra nas Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, pois estdo mais
relacionadas a infeccdes clinicas do que os ndo-fermentadores, aléem de carrearem maior

diversidade de carbapenemases (Livermore, 2012).

A existéncia de patdgenos resistentes aos carbapenémicos, principalmente pela
producdo de carbapenemases, € um problema gravissimo devido a: (i) escassez de opc¢oes
terapéuticas, restando apenas drogas com maior toxicidade, como a colistina e tigeciclina; (ii)
disseminacéo em diferentes espécies bacterianas; (iii) variedade dos tipos de enzimas (ex: KPC,
NDM - Nova Déli metalo-p-lactamase, SPM - Sdo Paulo metalo-p-lactamase, VIM -
Verona integron-encoded metallo-S-lactamase e IMP — imipenemase); (iv) e capacidade de
acumular diversos mecanismos de resisténcia, gerando um perfil multirresistente (Poirel et al.
2007; Cornaglia et al. 2011; Livermore, 2012). Aauséncia ou limitacdo de opcOes terapéuticas
e/ou a demora para a administracdo dos antimicrobianos adequados sao fatores decisivos para
a alta taxa de mortalidade de pacientes com infeccdes por Enterobactérias resistentes a

carbapenémicos (ERC), principalmente por K. pneumoniae e E. coli.

Segundo estimativas do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) em 2013,
ERCs sdo responsaveis por quase 9 mil casos de infec¢do por ano nos EUA, sendo que destes,
seiscentos pacientes ndo conseguem sobreviver. Além disso, aproximadamente metade dos
pacientes com septicemia ocasionada por ERC vao a 6bito nos hospitais americanos. Devido a
gravidade das infeccBes causadas por ERC, o CDC incluiu esses patdgenos no grupo de nivel
de ameaca “Urgente”, ao lado de Clostridium difficile e Neisseria gonorrhoeae resistentes
(CDC, 2013). O estudo realizado por Patel e colaboradores (2008) para avaliagdo do impacto
de infeccdes da corrente sanguinea por K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos também
indicou a alta taxa mortalidade de pacientes durante o periodo de 2004 a 2006 em um hospital
de Nova York. Resultados semelhantes foram obtidos por Ben-David no ano de 2006 em Israel
(Ben-David et al. 2012).
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As B-lactamases podem ser divididas em quatro classes de acordo com a similaridade
da cadeia de aminoacidos pela classificagdo de Ambler (Ambler, 1980). As enzimas de classe
A tém como caracteristica principal a presenca do residuo serina em seu sitio ativo. Exemplos
de integrantes da classe A seriam a KPC e GES; a classe B engloba as metalo-p-lactamases,
enzimas que necessitam de cations divalentes como co-fatores enzimaticos, como por exemplo
SPM, VIM, IMP e NDM; na classe C estd a enzima AmpC, que também possui uma serina no
seu sitio ativo, sendo seu gene codificante frequentemente encontrado no cromossomo
bacteriano; e, por Ultimo, existe a classe D, grupo pertencente as oxacilinases de espectro
estendido com serina em seu sitio ativo. Até 0 momento, apenas as classes A, B e D possuem
enzimas com atividade carbapenemase (Queenan & Bush, 2007; Bush & Jacoby, 2010, Bush
& Fisher, 2011; Cornaglia et al. 2011).

1.6. Metalo-p-lactamases

As metalo-B-lactamases sdo conhecidas pela sua capacidade de hidrolisar todos os -
lactdmicos, exceto o aztreonam, e por serem inibidas por quelantes de ions divalentes como o
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Enzimas dessa classe ganham destaque por
possuirem uma atividade hidrolitica potente sobre os carbapenémicos, por estarem codificadas
em plasmideos e por serem resistentes a todos os inibidores de B-lactamases disponiveis para
terapia (Queenan & Bush, 2007; Cornaglia et al. 2011). Apesar de as metalo-p-lactamases néo
serem capazes de hidrolisar o aztreonam, o composto dificilmente poderia ser utilizado para
terapia, visto que 0s micro-organismos produtores desta enzima carream outros determinantes

de resisténcia que prejudicam a sua eficiéncia (Cornaglia et al. 2011).

Segundo o Alerta N° 01/2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(2011), cepas produtoras de metalo-p-lactamases estdo frequentemente associadas a altas taxas
de morbidade e mortalidade, com opcOes terapéuticas bastante limitadas. Adicionalmente, a
frequéncia com que os genes codificantes de metalo-B-lactamases sdo encontrados em
plasmideos, elementos genéticos moveis que podem carrear determinantes de resisténcia entre
diferentes espécies bacterianas, permite uma maior disseminacdo dessas enzimas, implicando

em um grande impacto epidemiolégico.

As metalo-p-lactamases emergiram no contexto mundial na década de 90 (Walsh et al.
2005) e, desde a descoberta da primeira metalo-p-lactamase, a Bcll isolada de Bacillus cereus,
esse grupo de enzimas hidroliticas tem se tornado uma ameaca global ao aumento da resisténcia

a antibidticos, que se agrava ainda mais pelo aparecimento e rapida disseminacéo da metalo-f-
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lactamase do tipo NDM em bactérias com perfil de multirresiténcia (Llarrull et al. 2007;
Johnson & Woodford, 2013).

1.7.NDM

NDM é uma das carbapenemases de maior importancia clinica atualmente (Dortet et al
2014a). A enzima pertence a superfamilia das metalo-p-lactamases. O gene codificante da
enzima, o blanom, € frequentemente encontrado em elementos genéticos moveis, como 0s
plasmideos, mas também j& foi descrito no cromossomo bacteriano (Young, 2009; Nordmann
etal. 2011a).

NDM ¢é uma enzima bastante singular no grupo das metalo-p-lactamases haja vista a sua
baixa similaridade com as outras enzimas pertencentes a mesma classe. VIM-1 e VIM-2 sdo as
enzimas com as quais foi encontrada maior similaridade de aminoacidos (~ 33%) com NDM.
Diferentemente das outras enzimas pertencentes a superfamilia das metalo-p-lactamses, a NDM
possui aminodacidos distintos em seu sitio ativo, o que sugere uma estrutura tridimensional Unica
(Young, 2009).

O gene blanpm-1, referente a primeira variante de NDM descoberta, possui 807
nucleotideos que codificam uma proteina de 269 aminoacidos, com um peptideo sinal nas
primeiras bases, com massa molecular de aproximadamente 28 kDa. Experimentos de gel
filtracdo e espectrometria de massa sugerem que a proteina esteja na forma de monémero

durante o exercicio de sua atividade enzimética (Young, 2009).

NDM é uma proteina associada a lipideos que se encontram ancorados no folheto
interno da membrana externa de bacilos Gram-negativos. Essa enzima possui em seu sitio ativo
duas regides para ligacdo de ions Zn*?, necessarios para sua atividade biologica (Yoshizumi,
2013). Devido a sua localizacdo na membrana, a NDM possui maior estabilidade em relacéo as
outras metalo-B-lactamases. Além disso, seu ancoramento facilita a liberagdo da enzima no
interior de vesiculas de membrana externa (Outer membrane vesicules — OMVs) (Gonzaléz et
al. 2016). Estudos de cristalografia evidenciaram que a NDM é composta por quatro camadas
o/B/B/a que se apresentam no formato sanduiche. Adicionalmente, estruturas de cristal de
NDM-1 apresentaram um sitio ativo mais largo e flexivel, capaz de se ligar diferentes tipos de

B-lactamicos, o que pode justificar seu amplo expectro de acdo (Kim et al. 2011).

Desde a primeira identificacdo de NDM em 2008 (Young, 2009), dezesseis variantes
dessa enzima foram descritas e publicadas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (FN396876, JF703135, JQ734687, JQ348841, IN104597, IN967644, JX262694,
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AB744718, KC999080, KF361506, KP265939, AB926431, LC012596, KM210087,
KP735848, KP862821). Poucas mutagdes pontuais podem ser observadas entre elas, como a
variante NDM-2, que apresenta uma substituicdo de citosina por guanina na posi¢do 82,
resultando na troca do aminodcido prolina por uma alanina na posicao 28 em relagdo as enzimas
da mesma subclasse (Figura 1.3). As variantes NDM-4, NDM-5 e NDM-7 sdo conhecidas pelo
seu maior poder hidrolitico, possivelmente devido a uma mutacdo pontual na posi¢do 460 que
resulta na troca do aminoacido metionina por uma leucina (Hornsey et al. 2011; Géttig, 2013;
Nordmann et al. 2012b), diferente das outras variantes cujas mutacdes resultam em metionina
ou valina. Como NDM-8, NDM-12, NDM-13 e NDM-15 também possuem a mesma mutacao
pontual gerando uma leucina, estima-se que elas também estejam incluidas no grupo das
enzimas com capacidade hidrolitica mais forte. No entanto, a variante NDM-1 ganha destaque
devido a sua maior incidéncia e disseminagdo em casos de infeccdo clinica (Kaase et al, 2011,
Dortet et al, 2014a; Zmarlicka et al. 2015).
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Figura 1.3: Alinhamento da sequéncia de amino&cidos de oito variantes de NDM. Partes destacadas em
cinza correspondem ao sitio ativo das enzimas. Adaptado de Dortet et al (2014a).

NDM-1 foi detectada pela primeira vez na Suécia em 2008, em uma cepa de K.
pneumoniae isolada de uma infeccdo urinaria, em um paciente de origem indiana que havia sido
internado anteriormente em um hospital de Nova Déli, india. A identificacdo de uma E. coli

carreando um plasmideo contendo o gene blanom-1 com perfil de susceptibilidade similar ao
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encontrado no de K. pneumoniae, isolada de amostras de fezes do mesmo paciente foi um

indicativo da facilidade de disseminacdo desse determinante de resisténcia (Young, 2009).

A facilidade pela qual o gene blanom pode se disseminar em diferentes espécies
bacterianas, principalmente K. pneumoniae, um tipico patdégeno hospitalar, e E. coli, uma
bactéria frequentemente associada a infec¢es adquiridas na comunidade, aliado ao fato de estar
frequentemente associado a outros mecanismos de resisténcia, tornam o cenério um verdadeiro
pesadelo (Young, 2009; Nordmann et al. 2011b; Blair et al. 2015). O gene blanom tem sido
relatado em diferentes espécies de bacilos Gram-negativos, especialmente nos micro-
organismos da familia Enterobacteriaceae, como Klebsiella sp., E. coli, Citrobacter freundii,
Morganella morgannii, Providencia sp., Proteus sp. e Enterobacter sp., mas também ja foram
identificados produtores de NDM em bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de glicose,
como Acinetobacter spp. e, mais raramente, em P. aeruginosa, demonstrando seu alto poder de

disseminacdo (Nordmann et al. 2011a).

Um fato bastante interessante e unico acerca NDM seria o fato de sua grande
disseminacdo ndo estar relacionada com um plasmideo especifico ou um tnico clone epidémico
(Nordmann et al. 2011b; Blair et al. 2015), como € visto em KPC, cuja dispersao no Brasil esta
relacionada bactérias produtoras da enzima pertencentes ao ST 11 (Pereira et al. 2013). Essa
caracteristica também foi demonstrada em estudo recente de epidemiologia molecular, em que
a transposicdo do cassete do gene blanpm-1 para diferentes plasmideos foi revelada como o
principal mecanismo para a diseminagcdo global do gene, seguida pela conjugacdo de
plasmideos carreadores de blanom-1 € da disseminacdo de espécias bacterianas produtoras de
NDM (Khong et al. 2016).

Os patdgenos produtores de carbapenemase do tipo NDM tem sido motivo de grande
alarme, haja vista terem sido identificados a partir de diferentes tipos de infec¢fes hospitalares,
como septicemia, peritonites, infeccdo urinaria, pulmonar, de tecidos moles e associadas a
dispositivos médicos, acarretando em altos indices de mortalidade de pacientes. Devido a
producdo de NDM, o tratamento de infecgdes tanto hospitalares quanto comunitarias (Borah et
al. 2016; van der Mee-Marquet et al. 2016; Janelle et al. 2016) fica limitado a poucas opcdes,
como colistina, polimixinas, fosfomicina e tigeciclina, que podem ser mais toxicos para o
paciente (Young, 2009; Bush, 2010; Bush & Fisher, 2011; CDC, 2013; Dortet et al. 2014a).
Adicionalmente, bactérias produtoras de NDM com perfil pan-resistente estdo sendo um

desafio cada vez mais comum em hospitais (Young, 2009; CDC, 2013).
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Desde a primeira descricdo em 2008, NDM tem sido identificada em diferentes partes
do mundo. Um estudo realizado com amostras de isolados de Enterobacteriaceae de diferentes
pontos da india, Bangladesh e Paquistéo revelou a disseminacio geografica de NDM-1 nessas
regides (Kumarasamy et al. 2010). Na Europa, um laboratorio de referéncia também detectou
diferentes espécies de Gram-negativos produtores de carbapenemase do tipo NDM-1 isoladas
a partir de diferentes tipos de infeccdo sendo que a grande maioria dos pacientes possuia

histérico de viagens para india e Paquistdo (Nordmann et al. 2011a).

A maioria dos estudos associavam a deteccdo de NDM a viagens a India e Paquist3o.
Entretanto, estudos posteriores mostraram que alguns pacientes carreando patdgenos
produtores de NDM no Reino Unido e Paquistdo ndo tinham histérico recente de hospitalizacdo
ap6s viagens a India. A subsequente deteccdo do gene blanpm-1 em amostras de agua para
consumo humano e no esgoto de Nova Déli mostrou o risco que a populacdo local esta
submetida, haja vista a pobre politica de saneamento basico e de dgua do pais indiano. Além
disso, a identificacdo do gene em espécies ainda ndo descritas anteriormente como carreadoras,
como Aeromonas caviae, Vibrio cholerae e Shiguella boydii demonstrou mais uma vez o alto
poder de disseminacdo de blanom (Walsh et al. 2011). No Brasil, um estudo de monitoramento
de bactérias resistentes aos antimicrobianos em aguas de recreacdo identificou a presenca de
uma K. pneumoniae produtora de NDM-1, sucetivel somente a colistina, na praia do Flamengo
(Rio de Janeiro), em 2013, sendo mais uma indicacdo da problematica da disseminacdo dessa

ameaca para a comunidade (Campana et al. 2017).

Um estudo de vigilancia global de Monitoramento de Tendéncias na Resisténcia aos
Antimicrobianos (Monitoring Antimicrobial Resistance Trends - SMART) avaliou bactérias
Gram-negativas resistentes aos antimicrobianos isoladas de infec¢fes urinarias e intra-
abdominais durante o periodo de 2008-2012 e detectou a presenca de 134 isolados de
Enterobacteriacae e Acinetobacter sp. produtores de NDM em diferentes paises, como
Guatemala, EUA, Filipinas, Sérvia, Vietnd e Oriente Médio, sendo a grande maioria dos
isolados provenientes da india (Biedenbach et al. 2015). Outros grupos de pesquisa também j&
relataram a presenca de micro-organismos produtores de NDM em outras partes do mundo
(Dortet et al 2014a) como, por exemplo, no Japéo (Mizuno et al. 2014), Australia (Poirel et al.
2010), Holanda (Halaby et al. 2012) e Egito (Gamal et al. 2016) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Distribui¢do geografica de bactérias produtoras de NDM no mundo. Adaptado de Dortet et
al (2014).

Além disso, um estudo restrospectivo analisando amostras de Enterobacteriaceae isoladas na
india entre os anos de 2006-2007, revelou que esses patdgenos estavam circulando na regiéo

dois anos antes do primeiro relato de NDM em 2008 (Castanheira et al. 2011).

Na América Latina e Caribe também ha relatos de identificacdo de micro-organismos
produtores de carbapenemase do tipo NDM (Escanddn-Vargas et al. 2016) (Figura 1.5), como
na Guatemala (Pasteran et al. 2012), Colémbia (Escobar Pérez et al. 2013), Paraguai
(OPAS/OMS, 2012), Honduras (Waterman et al. 2013), México (Barrios et al. 2013) e
Argentina (Pasteran et al. 2014). Sendo a primeira descricdo do gene blanpm no continente
publicada em 2012, proveniente de uma amostra de Providencia rettgeri isolada de um paciente
uruguaio (OPAS/OMS, 2012).

No Brasil, o primeiro relato de uma bactéria produtora de NDM-1 ocorreu no Rio
Grande do Sul em 2013, a partir do isolamento de uma P. rettgeri de amostra de tecidos moles
de um paciente internado com doenca periferal vascular e infec¢do nos pés por diabetes. A cepa
de P. rettgeri encontrada possuia resisténcia intrinseca a polimixina B e apresentava
susceptibilidade intermediaria a tigeciclina, que sdo frequentemente as poucas drogas efetivas
para tratamento de patogenos resistentes a carbapenémicos, de forma que determinar uma opcao

de terapia seria bastante complexo (Carvalho-Assef et al. 2013).
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Figura 1.5: Distribuicdo de metalo-B-lactamases na América Latina e Caribe. Adaptado de Escanddn-
Vargas et al (2016).

No ano seguinte (2014), um estudo retrospectivo de amostras bacterianas resistentes a
carbapenémicos estocadas durante o periodo de 2012 a 2013 foi realizado no mesmo hospital
onde foi relatado o primeiro caso de NDM-1 no Brasil. A partir desse estudo, cinco
Enterobacter hormaechei positivos para NDM-1 foram identificados de swab retal de pacientes
assintomaticos, enquanto que um foi isolado a partir de uma pia, o que implica que NDM-1
pode estar mais disseminada no pais do que se pensou anteriormente (Carvalho-Assef et al.
2014). Também em 2014, um grupo de pesquisa detectou nove isolados do complexo
Enterobacter cloacae e duas M. morgannii carreadores de blanpm-1, durante o periodo de sete
meses, provenientes de trés hospitais da cidade de Porto Alegre. A disseminacdo de
carbapenemase do tipo NDM-1 em M. morganii € de grande preocupacdo devido a sua
resisténcia intrinseca a polimixinas e tigeciclinas (Rozales et al. 2014).

No Rio de Janeiro, trés cepas de E. cloacae e uma de P. rettgeri produtoras de NDM-1
foram identificadas entre setembro e outubro de 2013 provenientes de quatro hospitais
diferentes. A presenca de associagdo entre blanpm-1 € blakpc-2, assim como entre blanpm-1 € 0
gene codificante de uma metilase (resisténcia a aminoglicosideos) em isolados de E. cloacae
que ndo apresentavam relacionamento genético, demonstra mais uma vez a capacidade das
bactérias de acumular diferentes determinantes de resisténcia e, também, sugere uma rapida

disseminacdo de NDM no ambiente hospitalar brasileiro (Quiles et al. 2015).



15

NDM-1 também foi identificada em Gram-negativos ndo fermentadores como em A.
baumannii no estado do Parana (Pillonetto et al 2014), Acinetobacter pitti no Rio Grande do
Sul (Pagano et al. 2015) e Acinetobacter berezeniae em Santa Catarina, sendo um problema
bastante sério visto que a detec¢do de blanom-1 em plasmideos de espécies de Acinetobacter
raramente relacionados a infec¢bes clinicas indica sua funcdo como reservatorio de

determinantes de resisténcia (Gomes-Chagas et al. 2015).

Apesar de KPC ser a carbapenemase mais disseminada no Brasil (Sampaio & Gales,
2016), a presenca de NDM ndo é um evento a ser subestimado. Estudos realizados pelo nosso
laboratdrio (LAPIH) e por outros grupos brasileiros sugerem que a NDM se disseminou para
diferentes estados do pais, como no Rio de Janeiro (Quiles et al. 2015; Aires et al. 2017), Rio
Grande do Sul (Carvalho-Assef et al. 2013, 2014), Parana (Pillonetto et al. 2014), Santa
Catarina (Gomes-Chagas et al. 2015), Distrito Federal (Faria-Junior et al. 2017) e Sao Paulo
(Carmo Junior et al. 2015).

1.8. Importancia do diagndstico de bactérias produtoras de NDM

No ano de 2001, uma iniciativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) chamada
Global strategy for containment of antimicrobial resistance apresentou cinco estratégias que
deveriam ser executadas para a contencdo da resisténcia aos antimicrobianos, prezando em
questBes regulatorias e incentivando inovagdes. Dentre os topicos abordados, pode-se citar a
vigilancia no uso de antimicrobianos e na resisténcia haja vista que dados acerca da resisténcia
local de um patdgeno poderia facilitar a escolha do tratamento; a regulacdo e uso racional dos
antimicrobianos para evitar seu uso indevido e desnecessario; maior consisténcia na regulacao
e controle do uso de antimicrobianos na pecudria; incentivo aos governos locais na
implementacdo de medidas de acdo efetivas. Por fim, as mais relevantes estratégias abordadas
consistiam no controle e prevencdo das infeccbes, destacando a necessidade de inovacdes e
novas tecnologias no campo de diagndstico com o emprego de testes rapidos e simples,
descritos como de alta importancia para evitar a disseminacdo de bactérias multirresistentes
(OMS, 2001).

Segundo Escandon-Vargas e colaboradores (2016), o aumento de relatos de bactérias
produtoras de carbapenemases na Ameérica Latina e no Caribe, principalmente no Brasil,
Colémbia, Argentina e Meéxico, indicam uma grande disseminacdo dessas enzimas e a
possibilidade de alguns paises serem endémicos. Devido a dificuldade de erradicagcdo de
patdégenos produtores de NDM e pela presenca de espécies bacterianas produtoras de

carbapenemase no Brasil, grupos de pesquisa tambem ressaltaram a necessidade de medidas de
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controle para evitar sua disseminagdo (Carvalho-Assef et al. 2013; Dortet et al. 2014a;
Escandon-Vargas et al. 2016). Uma alternativa ideal para evitar a disseminacdo de NDM seria
o rapido diagnostico de pacientes colonizados ou com infecgdes ocasionadas por esses
patdgenos produtores de carbapenemase do tipo NDM, o que permitiria a implantacdo imediata
de medidas de controle e isolamento, assim como guiaria o corpo médico acerca da melhor
opcao de tratamento (Nordmann et al. 2011b; Dortet et al. 2014a; Laxminarayan, 2014,
Escandon-Vargas et al. 2016).

Nos EUA, ha disponivel o antimicrobiano ceftazidima/avibactam para tratamento de
pacientes com infecgdes causadas por bactérias produtoras de KPC. A presenga do avibactam
potencializa a agdo da ceftazidima, através da protecdo do B-lactamico da acdo das [-
lactamases. No entanto, o avibactam s6 possui capacidade de inibir enzimas da classe A, C e
algumas pertencentes a classe D, ou seja, ndo é eficaz quando a resisténcia é mediada por NDM
(Levasseur et al. 2015). Portanto, a disponibilidade dessa opgédo terapéutica reforca a

necessidade diferenciacdo da carbapenemase presente na cepa bacteriana.

1.9. Métodos diagndsticos para deteccdo de bactérias produtoras de carbapenemases

A sensibilidade bacteriana aos antimicrobianos pode ser verificada através de testes de
disco-difusdo em &gar ou por determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do

antimicrobiano através de dilui¢Ges seriadas do antimicrobiano em caldo ou agar.

No entanto, os métodos citados acima, determinam se o0 agente infeccioso é suscetivel,
resistente ou se possui suscetibilidade intermediaria ao antimicrobiano testado e nao
especificam qual o mecanismo de resisténcia. Em relacdo a resisténcia aos carbapenémicos ndo
é possivel identificar se a amostra é ou ndo produtora de carbapenemases. Além disso, deve-se
ressaltar que algumas cepas produtoras de NDM podem ser suscetiveis aos carbapenémicos de
acordo com os pontos de corte atuais. Assim, técnicas adicionais devem ser empregadas para a
deteccdo de carbapenemases, pois € de grande importancia a identificacdo destes mecanismos
mesmo com CIM baixa para carbapenémicos para controle de disseminacdo da resisténcia
(Patel et al. 2009; Dortet et al. 2014a).

O Teste de Hodge Modificado é uma técnica bastante utilizada para deteccdo de
produtores de carbapenemases por ser um teste barato e de facil execucdo (CLSI, 2013; Patel
et al. 2009; Dortet et al. 2014a), mas possui algumas desvantagens como: baixa sensibilidade
para deteccdo de bactérias NDM positivas, como M. morganii (Rozales et al. 2014),
Providencia stuartii (Girlich et al. 2011) e A. baumannii (Bonnin et al. 2012); somente
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apresenta resultados apos 72h (Rozales et al. 2014; Dortet et al. 2014a); e bactérias produtoras
de CTX-M-15 com perda de porinas podem dar resultados falso positivos (Girlich et al. 2011).
A deteccéo da presenca de carbapenemases por hidrdlise de carbapenémicos pode ser realizada
através de espectrometria por ultravioleta (UV), um método de baixo custo e com alta
sensibilidade e especificidade (Bernabeu et al. 2012), mas tem como desvantagem a
necessidade de tempo para processamento e de pessoal qualificado para operacdo (Dortet et al.
2014a; Nordmann et al. 2011b). Outra técnica que também identifica a producdo de
carbapenemases pela sua atividade € a espectrometria de massa por ionizagdo e dessorcdo a
laser assistida por matriz —tempo de véo (MALDI-TOF), sendo altamente especifica e sensivel
e de processamento rapido (Burckhardt & Zimmermann, 2011), mas que também exige

microbiologistas treinados e uma maquinaria custosa (Dortet et al. 2014a).

O teste Carba NP (in house), que detecta rapidamente a producdo de carbapenemases a
partir da cultura microbiana, por alteracdo de cor no indicador de pH apds hidrolise de
imipenem, obteve sucesso na deteccdo de todas as bactérias produtoras de carbapenemases
sendo 100% especifico (Nordmann et al. 2012a) e uma versdo pronta para uso (RAPIDEC®
Carba NP Test) mostrou-se adequado para a rotina laboratorial apresentando boa sensibilidade
e especificidade. Estes testes exigem grande quantidade de massa bacteriana, o tempo para
leitura pode variar de 15 min a 2h (Poirel e Nordmann, 2015) e podem apresentar dificuldade
de leitura dos resultados devido a diferentes percepcdes de cores. Adicionalmente, o teste Carba
NP nao ¢é eficiente para detectar amostras carreadoras de blaoxa-as-iike (Cunnigham et al. 2017)
nem P. mirabilis, P. stuartii e P. rettgeri produtores de NDM (Maurer et al. 2014), apresentando

resultados falso-negativos.

Todos os métodos anteriores detectam a presenca de uma carbapenemase, mas nao
indicam a sua classe. Para este fim, existem técnicas que se baseiam na utilizacdo de inibidores
de beta-lactamases, como o teste de disco-difusdo em agar para a deteccdo da producdo de
metalo-p-lactamases pelo uso em conjunto de um disco contendo o carbapenémico e outro
contendo carbapenémico com um inibidor da classe B, como o0 EDTA. Apesar de ser simples,
a técnica de disco-difusdo é demorada e ndo consegue detectar bactérias com baixa expressao
de metalo-B-lactamases (Dortet et al. 2014a; Nordmann et al. 2011b). A fita de Etest para
metalo-p-lactamases € um teste frequentemente empregado para determinacdo da CIM para
carbapenémicos e possui 0 mesmo principio do método anterior, com um gradiente de
imipenem em uma ponta e, na outra, um gradiente de imipenem com EDTA, sendo um teste
com 94% de sensibilidade e 95% de especificidade (Walsh et al. 2002). No entanto, também
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possui a desvantagem de ndo ser capaz de identificar cepas com baixo valor de CIM para

carbapenémicos (Dortet et al. 2014a).

Nenhum dos métodos descritos até 0 momento tem o poder de discriminar produtores
de NDM especificamente. Por sua vez, a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e a g°PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa) sdo técnicas moleculares capazes de identificar
a presenca do gene blanom no DNA das amostras bacterianas (Ong et al. 2011). Ambas as
técnicas sdo reconhecidas pela sua alta sensibilidade e pelo alto poder discriminatério, todavia
as desvantagens incluem a ndo deteccdo de carbapenemases ainda ndo descritas, equipamentos
mais onerosos, exigéncia de pessoas treinadas para operacao (Dortet et al. 2014a), além do fato
gue ndo necessariamente a presenca do gene indicar que 0 mesmo esteja sendo expresso pela

bactéria.

Levando em consideracgdo as indicacOes e sugestdes da OMS e de grupos de pesquisa
(OMS, 2001; OMS, 2012; Carvalho-Assef et al. 2013; Dortet et al. 2014a), as desvantagens dos
métodos atuais de diagndstico de bactérias produtoras de carbapenemases/NDM (lentos ou
relativamente custosos) e o cenario mundial de resisténcia aos antimicrobianos, os testes
imunocromatograficos ganham destaqgue como métodos répidos, simples e baratos para

deteccdo direta dessa carbapenemase de grande importancia clinica.

1.10. Imunocromatografia de fluxo lateral

Nos Ultimos anos, 0s ensaios imunocromatograficos tém ganhado bastante destaque para
deteccdo dos mais diversos antigenos, como metais pesados, hormonios, toxinas, patdgenos,
pesticidas, drogas farmacéuticas (Posthuma-Trumpie et al. 2009), anticorpos (Nielsen et al.
2008) e produtos de amplificacdo de genes (Kamphee et al. 2015). Os testes de
imunocromatografia tém sido utilizados com sucesso na deteccdo de diferentes patdgenos de
importancia clinica como, por exemplo, 0 TR DPP® Sifilis que detecta anticorpos contra a
proteina recombinante GST p17 de Treponema pallidum (Ribeiro PPF s.d.), Keypath MRSA-
MSSA que detecta a presenca de S. aureus oxacilina-meticilina resistente diretamente da
garrafa de hemocultura (Sullivan et al. 2013) e 0 TB Ag MPT64 que detecta a presenca da
proteina MPT 64 presente na superficie do Mycobacterium tuberculosis (Martin et al. 2011).
Além disso, essa teécnica também foi utilizada para deteccdo da expressdo da metalo-f-

lactamase do tipo IMP em P. aeruginosa (Kitao et al. 2011).

O aumento de estudos para o desenvolvimento desse tipo de método diagnéstico pode

ser justificada pelo alto numero de vantagens, como: baixo custo, rapidez na divulgacdo do
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resultado, alta sensibilidade, auséncia da necessidade de pessoal com alta qualificacdo para
operacdo do teste e interpretacdo dos resultados, sendo possivel a visualiza¢do do resultado a
olho nu, simplicidade, requerimento de baixo volume de amostra, estabilidade em temperatura
ambiente, longa durabilidade em estoque entre outras. Essas caracteristicas tornam o teste
imunocromatografico uma alternativa bastante interessante, especialmente em paises em
desenvolvimento em que o emprego de outras técnicas € mais complicado. Adicionalmente, é
uma plataforma amplamente aceita pelas pessoas e por agéncias regulatdrias. O acoplamento
da técnica de deteccdo de antigenos com biomoléculas marcadas, garantindo alta
especificidade, com a técnica de cromatografia, dificultando interferéncias, gera um dispositivo
diagnostico de alto poder discriminatério e com caracteristicas Unicas (Posthuma-Trumpie et
al. 2009; Ngom, 2010; Sajid et al. 2015; Koczula & Gallotta, 2016).

Existem algumas desvantagens acerca do ensaio imunocromatografico, como qualquer
outro método analitico, como o fato de ser uma técnica qualitativa ou semi-quantitativa na
maioria dos casos, ter reprodutibilidade varidvel entre os lotes e, em alguns casos, haver
necessidade de pré-tratamento da amostra a ser avaliada (Posthuma-Trumpie et al. 2009; Bangs
Laboratories, 2013; Sajid et al. 2015).

O teste imunocromatografico é composto por quatro membranas (membrana de amostra,
conjugado, nitrocelulose e absorvente) dispostas em um cartdo plastico de suporte. O
funcionamento do teste consiste na migracao por capilaridade do analito liquido através de uma
membrana polimérica, com a formacdo de um conjugado ap0s passagem por uma regiao
contendo biomoléculas marcadas, ligacdo com elementos imobilizados na linha de deteccéo e,
por fim, a chegada na membrana absorvente. A fita, contendo reagentes secos que sao ativados
apos aplicacdo da amostra liquida, é composta por uma membrana porosa e membranas
absorventes acessorias, contendo os elementos de reacdo, ajustadas em um involucro plastico
apropriado com uma janela para se acrescentar a amostra de teste e outra para leitura do
resultado da reacdo. A membrana da amostra é o local de aplicacdo do analito, sendo
responsavel pelo transporte do analito de forma homogénea e continua para outros componentes
do dispositivo, também é regido em que uma solucdo tampao é aplicada para auxiliar a migracao
do conjugado. A membrana do conjugado compreende o local onde biomoléculas marcadas
estdo localizadas e deve ser capaz de liberar o conjugado ap6s contato com a amostra liquida.
A membrana polimérica (sendo mais comum a de nitrocelulose) € o sitio onde estdo localizadas
as linhas de teste e controle e deve permitir uma ligacdo forte e suporte para a captura dos
elementos em migracdo. A linha de teste sera a regido de deteccdo do analito, onde estara

imobilizado o elemento de captura. A linha controle funciona como garantia de que houve um
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fluxo do liquido pela membrana. A membrana absorvente tem como funcdo manter o fluxo do
liquido pela membrana absorvendo-o e impedindo seu retorno (Figura 1.6) (Posthuma-Trumpie
et al. 2009; Ngom, 2010; O’Farrell, 2013; Sajid et al. 2015; Koczula & Gallotta, 2016).

4 Membrana de &. Membrana absorvents
nitrocalulose

2. Membrana do conjuzado

3. Conjueado de detecgio

1. Membrana
da amostra

7. Cartio suporte

‘[ 3(b). Linha Controls
3(a}). Linha Teste

Figura 1.6: Componentes de um teste rapido imunocromatografico. (1) membrana da amostra, (2)
membrana do conjugado, (3) conjugado de deteccéo, (4) membrana de nitrocelulose, (5a) linha teste,
(5b) linha controle, (6) membrana absorvente, (7) cartdo plastico de suporte. Fonte:
http://sites.path.org/dx/files/2013/05/LateralFlow_platform_labels4.gif.

O principio do teste imunocromatografico consiste na detec¢do da molécula alvo por
uma biomolécula especifica. A reacdo antigeno-anticorpo € o sistema de deteccdo mais
utilizado em varios ensaios de imunodiagnostico (ELISA, Western Blot), apesar de existirem
outras estratégias como o sistema avidina-biotina e hibridizagdo por acidos nucléicos (O’Farrel,
2013; Koczula & Gallotta, 2016). Diferentes abordagens podem ser empregadas nos testes
imunocromatograficos com o sistema antigeno-anticorpo visando a deteccdo da molécula alvo,
como 0 ensaio competitivo e o direto. O ensaio competitivo é empregado para deteccdo de
antigenos de baixo peso molecular cujo determinante antigénico Gnico ndo pode ser ligado por
dois anticorpos ao mesmo tempo. Neste tipo de teste, o resultado é positivo quando somente a
linha correspondente ao controle € visualizada, visto que ocorre uma saturacao do anticorpo
conjugado a um marcador, pelo antigeno aplicado no teste, impedindo que o primeiro se ligue
ao antigeno imobilizado na linha de captura (Bangs Laboratories, 2013; Sajid et al. 2015;
Koczula & Gallotta, 2016). O ensaio direto é o mais empregado em testes imuncromatograficos,
sendo comumente utilizado para antigenos maiores com maior nimero de epitopos. O formato
direto pode ser: (i) do tipo sanduiche, que consiste na ligacdo do antigeno a um anticorpo
conjugado antigeno-especifico na membrana do conjugado, seguida pela migracdo do
conjugado até a zona de detecgéo para ser ligado a outro anticorpo, também especifico para o
antigeno, imobilizado na linha de captura (Butler et al. 2001); ou (ii) do tipo que detecta

anticorpos, ou seja, 0 material a ser analisado é um soro ou sangue que se liga a um anticorpo
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conjugado especifico para o anticorpo alvo e que, ap6s a migracdo, se liga ao antigeno

impregnado na membrana (Nielsen et al. 2008).

1.10.1. Anticorpos e Marcadores

Os anticorpos sdo moléculas de grande importancia nos testes imunocromatogréficos de
fluxo lateral haja vista que a eficacia do método esta diretamente relacionada com a sua
qualidade em relacdo a especificidade e afinidade. A especificidade é a capacidade de um
anticorpo de reconhecer e distinguir o seu antigeno alvo frente a outras moléculas. Afinidade é
a forca de ligacdo de um anticorpo ao seu antigeno (Murphy et al. 2008).

Os anticorpos podem ser classificados como policlonal ou monoclonal. Os anticorpos
policlonais podem ser obtidos por uma resposta natural do sistema imunolégico ou pela
imunizacdo, sendo o resultado desses eventos uma mistura de anticorpos com diferentes
especificidades e afinidades. A heterogeneidade e baixa especifidade sdo 0s pontos negativos
dos anticorpos policlonais quando empregados em testes diagndsticos, assim como a
reprodutibilidade, haja vista a variabilidade nas suas caracteristicas quando produzidos em
diferentes animais ou bateladas. No entanto, o soro policlonal tem a capacidade de reconhecer
diferentes epitopos do antigeno, sendo uma caracteristica bastante vantajosa para a
sensibilidade de imunoensaios. Além disso, a rapidez de producdo de grandes volumes de
anticorpo, o custo relativamente baixo e a possibilidade de maior afinidade s&o outros pontos a
serem considerados na escolha do melhor tipo de anticorpo para o objetivo do estudo (Murphy
et al. 2008; O’Farrel, 2013).

Por sua vez, os anticorpos monoclonais sdo moléculas obtidas por culturas de células
hibridas produtoras de anticorpos ou por engenharia genética. A grande vantagem desse tipo de
anticorpo é a sua obtencdo de forma ilimitada e também pela sua alta especificidade a um Gnico
epitopo. Adicionalmente, a homogeneidade dos anticorpos monoclonais é outra caracteristica
importante que os tornam ferramentas Uteis para aplicacdo em imunoensaios, visto que refletem
na alta reprodutibilidade dos resultados. Todavia, a produgdo desses anticorpos requer
frequentemente uma tecnologia de maior custo e também exige maior tempo de obtencéo
(Murphy et al. 2008; O’Farrel, 2013).

Diversos tipos de marcadores para geracdo de sinal podem ser utilizados para
conjugacdo com biomoléculas, como ouro coloidal, microesferas de latex, particulas
magnéticas, enzimas e fluoréforos. Um marcador ideal deve ter como caracteristicas principais

a manutencdo de suas propriedades apds conjugacdo com a biomolécula, a capacidade de ser
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detectado em baixas concentracdes, estabilidade, facilidade para conjugacdo e para
escalonamento, auséncia ou baixa taxa de interacBes nao-especificas e baixo custo. O ouro
coloidal é o marcador mais utilizado em testes imunocromatograficos (Karakus & Salih, 2013)
devido a sua alta afinidade e estabilidade (Sajid et al. 2015), além do baixo custo para seu
preparo, disponibilidade no comércio e facilidade de visualizacdo devido a cor forte (Koczula
& Gallotta, 2016).

1.11. Justificativa

Segundo a OMS, o uso abusivo dos antibidticos deveria ser reduzido com investimentos
em pesquisa que melhorassem a acuracia e a rapidez na identificacdo de patdgenos
multirresistentes e dos genes de resisténcia, além de programas na prevencao e no uso racional

das drogas ainda disponiveis para a pratica médica (OMS, 2001).

Com o aumento alarmante do namero de relatos de bactérias produtoras de NDM em
diferentes regides geograficas e a expansdo da disseminagdo desse gene de resisténcia para
diversos micro-organismos, a deteccdo de NDM se torna fundamental para o controle de IRAS,
com o objetivo de prevenir a disseminagdo desse tipo de resisténcia e para a orientacdo da
terapia antimicrobiana. A inexisténcia de terapia antimicrobiana adequada, a auséncia de
inibidor de metalo-B-lactamase efetivo clinicamente e as poucas perspectivas de novos
antimicrobianos ressaltam ainda mais a importancia da deteccdo de NDM (Johnson &
Woodford, 2013; Dortet et al. 2014a; Pagano et al. 2015; Rafei et al. 2014).

A imunocromatografia € uma alternativa aos metodos tradicionais de diagnostico
bacteriano, pois concentra a reacdo antigeno-anticorpo em uma Unica fase sélida, sendo esta
mantida e utilizada em temperatura ambiente, o que proporciona melhor praticidade no seu uso.
Além disso, os testes imunocromatograficos apresentam alta sensibilidade e especificidade
semelhantes aos testes de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) de terceira geracdo e
com o custo mais baixo. (Rajerison et al. 2009), sendo uma alternativa que se destaca para uso
em laboratorios de paises em desenvolvimento que ndo dispdem de recursos para uso de

técnicas mais onerosas.

Portanto, o desenvolvimento de um teste rapido imunocromatografico para a deteccao
de bactérias produtoras de NDM se justifica por ir ao encontro dos interesses publicos e
recomendacdes da OMS, permitindo a tomada de decisdes rapidas e mais direcionadas pelo

corpo clinico, frente a casos de infec¢des associadas a esses patdgenos.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo

Clonagem, expresséo, purificacdo e avaliagdo enzimatica da metalo-p-lactamase do tipo
NDM visando a padronizacdo de um teste imunocromatografico para a deteccdo de bactérias
produtoras de NDM.

2.2. Objetivos especificos

a. Clonar, expressar, purificar e avaliar a atividade enzimatica da proteina recombinante NDM.
b. Produzir soro policlonal anti-rNDM em coelho.
c. Conjugar as 1gGs anti-NDM com particulas de ouro coloidal.

d. Padronizar o complexo 1gG anti-NDM-ouro coloidal para utilizacdo na plataforma
imunocromatogréfica de fluxo lateral.

e. Testar o conjugado na plataforma imunocromatografica de fluxo lateral, utilizando a proteina

recombinante e diferentes amostras bacterianas produtoras e ndo produtoras de NDM.



I11. METODOLOGIA

3.1. Fluxograma

Identificacdo fenotipica e genotipica de amostras
bacterianas

Analise das sequéncias de nucleotideos e de
amino&cidos das variantes de blaypy,

Clonagem, expressao, purificacdo e avaliacdo da
atividade enzimética de rINDM

Obtencao de IgG anti-rNDM

Conjugacéo de 1gG purificada com peroxidase e
ouro coloidal

Padronizagéo e avaliacéo do potencial da IgG anti-
rNDM de detectar a proteina recombinante e a
proteina nativa em lisados bacterianos por ELISA

Construcéo e padronizacao de um teste
imunocromatografico para deteccdo de NDM

Avaliacéao preliminar do teste imunocromatografico
padronizado com amostras bacterianas

Determinacdo do limite de deteccdo de rNDM pelo
teste imunocromatografico




3.2. Amostras bacterianas
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Bactérias produtoras de enzimas do tipo NDM, VIM, IMP, KPC, SPM e OXA de

diferentes espécies depositadas na Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar

(CCBH) do Laboratério de Pesquisa em Infec¢do Hospitalar (LAPIH/Fiocruz) foram utilizadas

nos ensaios deste estudo. O LAPIH recebe rotineiramente amostras bacterianas dos LACEN

(Laboratorio Central de Saude Publica) de diferentes estados, previamente isoladas de

espécimes clinicos, e realiza testes fenotipicos e genotipicos para identificacdo de genes de

resisténcia associados aos carbapenémicos.

Tabela 3.1: Caracteristicas das amostras bacterianas utilizadas neste estudo.

CCBH Espécie Carbapenemase
187971 Klebsiella pneumoniae NDM
17696 Klebsiella oxytoca NDM
17812 Morganella morgannii NDM
18798 Escherichia coli NDM
18800 Providencia stuartii NDM
17855 Citrobacter freundii NDM
15948 Klebsiella pneumoniae NDM
15865 Acinetobacter berezeniae NDM
18717 Citrobacter freundii NDM
19720 Providencia rettgeri NDM
17959 Acinetobacter baumannii NDM
23483 Pseudomonas aeruginosa SPM
24061 Pseudomonas aeruginosa VIM
24208 Pseudomonas aeruginosa IMP
24269 Klebsiella pneumoniae KPC
24267 Acinetobacter baumannii OXA-51-27
20007 Pseudomonas aeruginosa VIM
6527 Klebsiella pneumoniae KPC
8107 Klebsiella pneumoniae KPC
8311 Acinetobacter baumannii OXA-24
19418 Enterobacter cloacae OXA-48

Escherichia coli TOP10*

Escherichia coli BL-21 STAR™

(DE3)*?

*Amostras comerciais.

! Controle positivo.

2 Controle negativo.
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3.2.1. Identificagéo das amostras bacterianas da CCBH

As amostras bacterianas obtidas na CCBH foram submetidas a testes fenotipicos e
genotipicos visando confirmar sua identificagdo e constatar a pureza das culturas. Para tal, 25
pL de cultra de bactérias estocadas a — 20 °C foram inoculados em 10 mL de TSB (caldo soja
tripticaseina) acrescido de meropenem a 1 pg/mL e 15 pL foram semeados em agar CLED
(cystine lactose eletrolyte deficient) pela técnica de esgotamento para obtencéo de col6nias
isoladas e para verificacdo de possiveis contaminag@es. Tanto a cultura em caldo TSB quanto
em agar CLED foram incubadas a 37 °C por 16h.

A partir de uma coldnia isolada em agar CLED, testes bioquimicos foram realizados
para identificacdo e confirmacdo bacteriana dos isolados. As provas bioquimicas empregadas
para deteccdo de enterobactérias e bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores visam a
avaliacdo da: fermentacdo de glicose, sacarose e lactose, producédo de CO», produgdo de H>S
(sulfeto de hidrogénio) em meio TSI (agar triplice acucar e ferro); utilizacdo de citrato em agar
citrato Simmons; producdo de descarboxilases (lisina, ornitina e arginina) em caldo base
Moeller para descarboxilase; teste de indol, producdo de H.S e motilidade em meio SIM (agar
sulfato/indol/motilidade); e producdo de urease em agar base uréia. Apos o indculo da amostra
bacteriana, os tubos com os testes bioquimicos foramo incubados a 37 °C por 24h.

A partir da cultura dos isolados em caldo, 8 mL foram utilizados para estoque em BHI
acrescido de glicerol 20% a - 80 °C. Paratal, uma centrifugacdo da cultura foi realizada a 6.000
rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 800 uL de
BHI (proporgdo de 100 pL a cada 1 mL de cultura). Apds uma homogeneizagdo, 800 pL de
BHI acrescido de glicerol 40% foram adicionados e 200 pL da mistura foram distribuidos em

criotubos para armazenamento.

3.2.2. Avaliagéo da presenca do gene blanom nas amostras bacterianas

Dois mililitros das culturas de amostras bacterianas produtoras de NDM foram usados
para extracdo do DNA gendmico de acordo com as especificacdes descritas no kit QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen). Em seguida, uma PCR foi realizada para confirmar a presenca do gene
blanom. A PCR foi realizada através do uso dos mesmos oligonucletideos iniciadores utilizados
na clonagem, o oligonucletideo iniciador senso 5> CTAT GCTAGC TCA GCG CAG CTT
GTC GGC CAT 3’ (20 uM) e o oligonucleotideo iniciador anti-senso 5> CTAT AAGCTT
GGT GAA ATC CGC CCG ACG 3’ (20 puM). Tambem serao adicionados na reacdo 12,5 puL
de GoTag® Green Master Mix 2x (Promega) e 4gua em ¢.s.p. resultar em uma reacéo de 25 pL.
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O produto amplificado pela reagdo de PCR, assim como o marcador de peso molecular 1kb
Plus Ladder (Invitrogen), foram submetidos a eletroforese a 100 V em gel de agarose
(Invitrogen) a 1% e em tampédo TAE 1x (Tampdo Tris-Acetato-EDTA).

ApoOs a eletroforese, o gel foi corado em uma solucdo de Gel Red (Invitrogen) a 0.3
puL/mL por 30 minutos e a banda referente ao gene blanom sem a sequéncia codificante do
peptideo sinal (~723 pb) foi visualizada sob luz ultravioleta no transiluminador e

fotodocumentador L-PIX EX (Loccus Biotecnologia).

3.3. Anélise das sequéncias de nucleotideos e de aminoéacidos das variantes de blanom

Um alinhamento de sequéncias nucleotidicas de doze variantes de blanom (NDM-2, -3,
-4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -12, -13, -14) foi realizado atraves do programa Geneious 8 (Kearse et
al. 2012) visando a determinagdo do grau de similaridade entre as variantes e a selecdo de

regides conservadas para desenhar os oligonucleotideos iniciadores para clonagem.

3.4. Clonagem, expressao, purificacdo e avaliacao da atividade enzimética de rNDM

O sistema Novagen pET-28a-c (+) (Merck Millipore) foi utilizado para clonagem e
expressdo do gene blanom em E. coli. O sistema pET28a utiliza uma abordagem de clonagem
classica caracterizado pelo uso de enzimas de restricdo para inser¢do do gene de interesse no

vetor.

3.4.1. Amplificacédo do gene blanom

O DNA gendémico de K. pneumoniae CCBH 18797 produtora de NDM-1 foi extraido
de acordo com as especificacOes descritas no kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Em seguida,
0 gene blanowm foi amplificado (sem a sequéncia referente ao peptideo sinal) através da Reacgao
em Cadeia da Polimerase (PCR) em termociclador Veriti de 96 pocos (Applied Biosystems,
EUA). A PCR foi realizada através do uso de oligonucletideo iniciador senso 5° CTAT
GCTAGC TCA GCG CAG CTT GTC GGC CAT 3’ (20 uM), o qual contém um sitio de
restricdo para a enzima Nhel (Promega) na extremidade 5°, e o oligonucleotideo iniciador anti-
senso 5 CTAT AAGCTT GGT GAA ATC CGC CCG ACG 3’ (20 puM), com o sitio de
restricdo para a enzima HindIIl (Promega) no terminal 3°. Também foram adicionados na
reagdo 2 pL do DNA gendmico extraido (60 ng), 25 puL de GoTaq® Green Master Mix 2x
(Promega) e agua em g.s.p. resultar em uma reagdo de 50 pL. O produto amplificado pela reacéo
de PCR, assim como o marcador de peso molecular 1 kb Plus Ladder (Invitrogen), foram

submetidos a eletroforese a 100 VV em gel de agarose (Invitrogen) a 1% (m/v) e em tampéo TAE
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1x (Tris 242 g/L + &cido acético glacial 57.1 mL/L + EDTA 100 mL/L).

Apos a eletroforese, o gel foi corado em uma solucdo de Gel Red (Invitrogen) a 0.3
pL/mL por 30 min e a banda referente ao gene blanom, Sem a sequéncia que codifica o peptideo
sinal, (~723pb) foi visualizada sob luz ultravioleta no transiluminador e foto documentador L-
PIX EX (Loccus Biotecnologia). O restante do produto da PCR foi purificado com o Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e quantificado através de espectrofotometro do
tipo NanoDrop® 1000 (ThermoScientific™).

3.4.2. Obteng&o de clones recombinantes de E. coli TOP10 com a construcéo
pET28a+blanpm

Tanto o gene blanom amplificado e purificado (5 pg) quanto o vetor pET28a (6 ug)
purificado foram digeridos com as enzimas de restricdo Nhel CQ 10 u/uL (Promega) e HindlIl1I
10 u/pL (Promega), em uma reacdo com Tampdo B 1X, BSA 10 pg/uL e dgua g.s.p 50 L, a
37 °C por 4h, para geracdo de terminais coesivos, e posteriormente purificados pelo SV Wizard

PCR and Gel Clean Up System (Promega), de acordo com as especificacdes do fabricante.

Uma desfosforilacdo do vetor pET28a foi realizada visando evitar a recircularizacao do
vetor apos sua digestdo com as enzimas de restricdo. Para tal, o vetor foi submetido a uma
reagcdo contendo a enzima SAP 1 u/pL (Promega), tampdo 1X de SAP (Promega) e 4gua em

g.s.p. resultar em uma reacédo de 30 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C por 15 min.

Apbs a desfosforilacdo do vetor, a ligacdo do inserto ao vetor pET28a foi realizada com
aenzima T4 DNA ligase 1 u/uL (Invitrogen) em uma reacdo com relagdo vetor/inserto de 1:10,
tamp&o 5X da ligase (Invitrogen) e agua em g.s.p. 20 pL em termociclador Veriti de 96 pocos
(Applied Biosystems, EUA) a 14 °C por 16h.

Para a obtencgéo de clones recombinantes, a constru¢do pET28a+blanpm foi inserida em
celulas eletrocompetentes de E. coli TOP10 através de transformacéo por eletroporagdo com o
uso de um eletroporador Micro-Puber (Bio-Rad). A transformacao foi realizada pela adicao de
2 pL da construcdo a 100 pL de células, seguida pela eletroporacdo, incubagdo em caldo Luria-
Bertani (LB) a 37 °C por 1h em agitacédo a 200 rpm e, por fim, semeadura de 10%, 40% e 50%
do crescimento em agar LB acrescido de canamicina a 50 pg/mL e incubacéo a 37 °C por 16h.
Somente aquelas céelulas que receberam a ligacdo foram capazes de crescer no meio de cultura

visto que o vetor apresenta marcador de resisténcia ao antimicrobiano.
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Diferentes col6nias de possiveis clones recombinantes de E. coli TOP10 foram
selecionadas para experimentos posteriores. Uma PCR foi realizada para confirmagdo da
presenca do gene blanpm direto da colénia (Colony PCR) e, apds, a mesma col6nia foi inoculada
em 5 mL de caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) acrescido de canamicina a 50 pg/mL e
incubada a 37 °C por 16h em agitacdo a 200 rpm. A partir da cultura de clones recombinantes,
uma extracdo do DNA plasmidial foi realizada com o uso de High Pure Plamid Purification
Kit (Roche), segundo as especificacdes do fabricante, e uma quantificacéo foi realizada atraves
de fluorimetro Qubit (Invitrogen). Os plasmideos purificados foram testados quanto a presenca
do inserto no vetor atraves de uma nova digestdo com as mesmas enzimas de restri¢do seguida
de uma eletroforese. A presenca do inserto também foi avaliada por PCR para deteccao do gene
blanom a partir do plasmideo purificado. As cepas bacterianas contendo a construgéo

pET28a+blanpm foram mantidas a -80 °C em meio BHI acrescido de glicerol a 20%.

3.4.3. Sequenciamento das construcdes pET28a+blanom

Apds extracdo do DNA plasmidial dos clones recombinantes, foi realizado o
sequenciamento através de um analisador de DNA 3730xI de 96 capilares (Applied Biosystems,
EUA) na Plataforma de Sequenciamento de DNA (Fiocruz), de acordo com o método de Otto
et al (2008), para confirmacao da presenca do gene blanowm e, também, para verificar se houve

alguma mutacédo na sequéncia de nucleotideos durante o processo.

A reacdo de sequenciamento foi composta por 2 pL de Big Dye, 2 pL de Tampao Big
Dye, 1 uL de oligonucleotideos iniciadores a 3.2 uM, 5uL DNA plasmidial (~100 ng) e 4gua
em g.s.p. 10 pL por pogo de uma microplaca. O programa da reagéo se constituiu de um ciclo
de desnaturacdo inicial a 96 °C por 1 min, 25 ciclos de desnaturacéo a 96 °C por 10s, anelamento
a 50 °C por 5s e extensao a 60 °C por 4 min. Seis oligonucleotideos iniciadores diferentes foram
empregados na reacdo de sequenciamento: (i) senso 5° CGAAGCTGAGCACCGCATTA 3 e
anti-senso 5° CAGCGCAGCTTGTCGGC 3 utilizados na clonagem que amplificam toda a
extensdo do gene blanpwm; (ii) senso 5° GGAGATCAACCTGCCGGTC 3" e anti-senso 5
ATCTTGTCCTGATGCGCGTG 3" que se anelam na parte interna do gene de interesse; e (iii)
senso 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’ e anti-senso 5° GCTAGTTATTGCTCAGCGG

3" que se anelam nas regides do vetor pET28a que flanqueiam o inserto.

Ao término da amplificagdo, foi realizada uma precipitacdo dos produtos alvos
amplificados seguindo o protocolo a seguir: adicdo de 2.5 pL de EDTA 125 mM; breve
centrifugacdo para que o EDTA alcance o fundo do poco; adicdo de 25 uL de etanol P.A e

homogeneizagéo; incubagéo por 15 min em temperatura ambiente; centrifugacdo a 3.000 xg por
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30 min a 4 °C; inversdao da placa com movimento Unico visando desprezar o liquido;
centrifugacdo a 120 xg por 60s com placa invertida sobre duas folhas de Lab Wipe; repeticdo
da etapa anterior com folhas novas de Lab Wipe; incubacao da placa aberta, coberta com folha
de papel aluminio, a 65 °C por 5 min. Apoés a Ultima etapa, as placas podem ser estocadas a —
20 °C até a eletroforese capilar.

3.4.4. Obtencdo de clones de E. coli BL-21 STAR™ (DE3) contendo a construcao
pPET28a+blanom

Células de E. coli BL-21 Star™ (DE3), foram transformadas por eletroporacéo com a
construgdo pET28a+blanpm. A transformacéo foi realizada pela adi¢do de 1 pL da construcdo
em 100 pL de células, seguida pela eletroporacao, incubagdo em caldo LB a 37 °C por 1h em
agitacdo a 200 rpm e, por fim, semeadura de 10%, 40% e 50% da cultura em agar LB acrescido

de canamicina a 50 pg/mL e glicose 1%, seguido de incubacéo a 37 °C por 16h.

3.4.5. Inducédo da expressdo de rNDM

As préximas etapas consistiram na gera¢do de biomassa de clones recombinantes de E.
coli BL-21 STAR™ (DE3) para experimentos posteriores e estoque. Primeiramente, uma
colénia (previamente confirmada por PCR acerca da presenca do inserto de interesse) foi
colhida e transferida para 10 mL de caldo TB, contendo canamicina a 50 pug/mL e glicose 1%,
para gerar o pré-inoculo. O pré-indculo foi cultivado a 37 °C por 16 horas, com agitacdo de 200
rpm. Apos esse periodo, 4 mL do pré-indculo (dilui¢do 1:50) foram inoculados em 200 mL de
caldo TB, contendo canamicina a 50 pg/mL e glicose 1%. As células foram cultivadas a 37 °C,
com agitacdo de 200 rpm, até atingir a densidade Otica (D.O.) de 0.6-0.8, no comprimento de
onda de 600 nm. Apos a incubagdo, 8 mL da cultura foram utilizados para estoque em BHI
acrescido de glicerol 20% a -80 °C e, paralelamente, trés aliquotas de 1 mL de cultura foram
coletadas, centrifugadas a 14.000 rpm por 2 min e o sobrenadante foi descartado. Os
precipitados foram congelados a -20 °C para servir como controle negativo em etapas

posteriores.

Para expressar a rNDM, o restante da cultura foi induzido com isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosidio (IPTG) a 1 mM na temperatura de 28 e 37 °C por 4 horas, com agitacao
de 200 rpm. Apds esse periodo, foi realizada a leitura da D.O.s00nm da cultura, conforme descrito
anteriormente. Aliquotas de 1 mL e 30 mL foram centrifugadas a 14.000 rpm por 2 min e por
4.500 rpm por 15 min, respectivamente, e, apds, os sobrenadantes descartados. Os precipitados
foram estocados a -20 °C para posterior analise.
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3.4.6. Analise da expressao e da solubilidade por SDS-PAGE

Os precipitados de células induzidas e ndo induzidas com IPTG foram ressuspensos em
tampéo A (Tris 20 mM + EDTA 1 mM) e em tampé&o B (Tris 20 mM + EDTA 1 mM + Triton
0.5%), de acordo com a proporcao de 25 pL de tampdo para cada 0.1 de D.O.s00nm. Ambas as
amostras ressuspendidas foram submetidas a trés ciclos de sonicacdo (amplitude de 30% por 10
segundos) em gelo, com intervalo de 30s entre os ciclos. Em seguida, 10 pL do material
sonicado foi separado e acrescido de 2 puL de tampéo de amostra 4x (Tris 20 MM + EDTA 1
mM + PMSF 1 mM pH 8.0) como fragdo total para posterior aplicacdo no gel de SDS-PAGE.
O restante do total sonicado foi submetido a centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 min. O
sobrenadante (fracdo soltvel) foi coletado e 10 pL foram acrescidos de 2 pL de tampdao de
amostra 4x. O precipitado (fracdo insoltvel) foi ressuspenso em tampdo de amostra 1Xx,
utilizando o mesmo volume empregado inicialmente para lisar as células. Por fim, todas as
fragdes com tampédo de amostra foram submetidas a fervura por 3-5 min e 12 pL do extrato
total, da fracdo sollvel e da fracdo insoltvel foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% a 120 V em condic¢des desnaturantes (SDS-PAGE), com uso de Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad) como padréo de peso molecular. Uma solugéo
corante composta de Coomassie brilliant blue R-250 0.2% em uma mistura de metanol 30%,
acido acético 10%, agua 60% (v/v/v) foiutilizada para revelacdo das bandas no gel. A solucéo
descorante empregada foi a mesma usada anteriormente na etapa de revelacdo, exceto pela
auséncia de Coomassie brilliant blue R-250 0.2% (m/v), sendo essa solugdo renovada até
completa visualizacdo das bandas (Neuhoff et al. 1985).

3.4.7. Purificacdo da rNDM por IMAC (cromatografia de afinidade por ions metéalicos
imobilizados)

O precipitado proveniente da centrifugacdo de 30 mL de células induzidas foi
ressuspenso em tampao Tris 20 mM, de acordo com a proporcao de 25 L de tampéo para cada
0.1 de D.O.s00nm, seguido por uma centrifugacdo a 6000 rpm por 10 min e filtragdo do
sobrenadante em membrana de 0.22 um para remogéo de impurezas. A purificagdo da proteina
recombinante a partir da fracdo soltvel foi realizada em uma coluna HisTrap™ HP (1 mL)
contendo resina de fons niquel no cromatografo AKTA pure (GE Healthcare), através do
programa Unicorn, com um gradiente linear de imidazol 1 M. A eluicdo da proteina
recombinante foi realizada com o tampé&o Tris 20 mM acrescido de imidazol a 300-400 mM.

O imidazol presente na amostra purificada foi removido por cromatografia de gel

filtrago, através do uso de uma coluna HiTrap™ Desalting (5mL) no cromatdgrafo AKTA pure
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(GE Healthcare), visto que o composto pode interferir na etapa posterior de quantificacdo
proteica. A proteina recombinante foi eluida em tampédo (PBS 1x + NaH2PO4 10 mM + NaCl
150 mM).

A quantificacdo da rNDM apds a cromatografia de gel filtragdo foi determinada pelo
método do acido bicinconinico (BCA), utilizando o kit Pierce® BCA Protein Assay (Thermo
Scientific) segundo as instrucdes do fabricante. Adicionalmente, a rNDM purificada apos
cromatografia de gel filtragdo foi analisada por SDS-PAGE em diferentes quantidades (5 g,
10 pg, 20 pg e 30 pg) para avaliacdo da presenca de contaminantes e para determinacao do grau
de homogeneidade por densitometria das bandas presentes através do GS-800 Calibrated

Densitometer (BioRad).

Experimento de Western blotting foi realizado visando avaliar se a proteina expressa
possui uma cauda de polihistidina, cuja sequéncia de nucleotideos estd presente em vetores
pET?28a. Para tal, aplicou-se amostras referentes as fragdes sollveis e insolUveis do precipitado
ndo-induzido e induzido com IPTG, ao filtrado da coluna de cromatografia de gel filtracdo, a
rNDM purificada a 2.5 pg e a 5 pg em dois géis idénticos de poliacrilamida a 12%. Um gel foi
submetido a revelagdo descrita no item 3.4.6, enquanto que o outro foi utilizado para
transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose de 0.22 um (BioRad) atraves

do sistema Transblot SD — Semi dry transfer cell (BioRad).

3.4.8. Avaliacgao bioldgica de rNDM

Visando detectar se a proteina recombinante NDM manteve sua capacidade hidrolitica,
foram realizados os testes fenotipicos RAPIDEC CARBA NP (bioMeriéux), segundo as
instrugdes do fabricante, e Blue Carba (Pires et al. 2013). Resumidamente, os procedimentos
para realizar o teste Blue Carba constistiram na aplicacdo de 2 pL de rNDM pura (1,3 pg) e de
aliquotas de diluicdes seriadas da proteina (razdo 1:10) em (a) tubo A contendo com 100 pL
solucéo Blue Carba (azul de bromotimol 0,04% + ZnSO4 0,1 mM + DMSO, pH 7.0), (b) tubo
B com 100 pL solucéo Blue Carba + 0,6 mg imipenem e (c) tubo C com 100 pL solucéo Blue
Carba + 0,6 mg imipenem + EDTA 0,1M, seguida por uma incubacéo a 37 °C por 20 min. O
teste é interpretado como positivo para presenca de carbapenemases pela alteracéo da cor azul
escuro para uma coloragdo amarela e/ou verde amarelado da solugéo do tubo B. O tubo controle
A deve se manter azul escuro, enquanto que o tubo C deve apresentar uma coloracdo amarela

e/ou verde amarelado caso a enzima ndo seja uma metalo-f3-lactamase.
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3.5. Obtencao de 1gG anti-rNDM

A primeira etapa consistiu na coleta de aproximadamente 5 mL de sangue total, a partir
da artéria central da orelha, de dois coelhos (Oryctolagus cuniculus) com seis semanas para
obtencdo do soro pré-imune. A obtencdo do soro foi realizada por retracdo de coégulo,
caracterizado pela centrifugacdo do sangue a 2.000 rpm por 30 min, incubacdo a 37 °C por 45

min, coleta do sobrenadante e estoque a -70 °C.

Seis dias ap0s a coleta do soro pré-imune, trés inoculac@es via intramuscular foram
efetuadas, sendo cada uma de 200 ug de proteina recombinante adsorvida a 200 ug de hidréxido
de aluminio em um volume de 1 mL, com intervalo de quatorze dias entre as doses. Treze dias
apos a terceira dose foi realizada a primeira coleta de sangue imune e, no dia seguinte, 0s
coelhos foram inoculados com um reforco intravenoso de 500 uL com 200 pg da proteina
recombinante pura. Sete dias ap6s a administracdo do reforco, os coelhos foram submetidos a
puncdo cardiaca para coleta de sangue total. A producdo do soro policlonal em coelhos foi
realizada seguindo as normas e aprovagdes ditadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sob nimero de licenca LW-16/16 (ANEXO 1), pelo Laboratério de Experimentacao
Animal (LAEAN).

3.5.1. Determinacéo do titulo de anticorpos anti-rNDM no soro policlonal

O titulo de anticorpos anti-rNDM no soro policlonal foi avaliado por ELISA. Para tal,
200 ng da proteina NDM recombinante purificada foi adicionada por pogo em uma microplaca
para ELISA e diluida em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9.6. A placa foi incubada a 4 °C
por 16h para adsor¢do do antigeno. Trés lavagens com PBS-T (solucéo tampéao fosfato de sodio
10 mM, Tween 20 0.05% pH 7.2) foram efetuadas seguidas do bloqueio com 200 pL/pogo de
PBS-milk 5% (solucdo tampdo fosfato de s6dio 10 mM + NaCl 150 mM + leite desnatado 5%)
a 37 °C por duas horas. Apés incubacdo, a solucéo de bloqueio foi desprezada e trés lavagens
com PBS-T foram realizadas.

Diluicdes seriadas do soro policlonal (razdo 1:2) foram realizadas em PBS 1x + BSA
0.3% e 100 pL de cada diluicao foram aplicados por poco, em triplicata. O soro pré-imune foi
utilizado como controle e foi diluido na razdo de 1:50. A reacdo foi novamente incubada a 37
°C por 1 hora e, apés trés lavagens com PBS-T, anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase foi diluido a 1:30000 em PBS 1x + BSA 0.3% e 100 pL foram adicionados por poco.
Apos incubagéo a 37 °C por 1 hora, trés lavagens com PBS-T foram realizadas seguidas pela

incubagdo da reacdo com 100 pl/poco do substrato da enzima Single Component TMB
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Peroxidase EIA Substrate kit (BioRad) por 10-15 min. A reacdo foi interrompida com a adi¢éo
de 50 uL de acido sulfurico (H2SO4) 2 N e as densidades oticas (D.O.) foram determinadas a

450 nm em leitor de microplacas.

3.5.2. Precipitagéo de 1gG com sulfato de amonio

A purificacdo das 1gGs do soro policlonal de coelho anti-rNDM foi realizada a partir da
metodologia classica de precipitacdo com sulfato de amdnio. A precipitacdo foi conduzida a
50% de saturacdo, ou seja, razdo de 1:1 em termos de volume de soro de coelho e solucgéo
saturada de (NH4)2SOa4. Ap6s incubagdo a 37 °C por 1 hora, a solucéo foi centrifugada a 10.000
xg por 20 min, o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em Tris-HCI 50 mM

pH 8.0. Este processo foi repetido trés vezes até a ressuspenséo final em 3 mL de tampéo.

3.5.3. Dessalinizacéo por Gel Filtracéo

Com o objetivo de remover o0 (NH4)2SOg4 e trocar o tampéo de solubilizagdo da amostra
de anticorpos, uma dessalinizacdo por gel filtracdo foi realizada com colunas PD-10 (resina:
sepharose G25). A coluna foi equilibrada com 50 mL tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) e 3 mL
de amostra foram aplicados. Apoés coleta de fragdes (0.5 mL e 1.0 mL), uma leitura foi realizada
em espectrofotbmetro (absorbancia a 280 nm) e as fragdes com valores mais elevados de

anticorpos foram unidas em um pool (volume final de 3.5 mL) para processamento posterior.

3.5.4. Purificacéo de 1gG por cromatografia de Troca ldnica

Uma cromatografia de troca idnica do tipo anionica foi realizada visando a separacéo de
IgG de albumina. O processo foi conduzido em uma coluna HiTrap Q FF (5 mL) em um AKTA
Prime Plus, pelo programa Prime View, através de gradiente de Tris-HCI 50 mM + NaCl 1 M
de acordo com um método semi-padronizado, com otimizagdes para a purificagdo da 1gG. A
eluicédo da IgG foi realizada com tampé&o Tris 50 mM acrescida de 20% de NaCl.

As fracOes eluidas foram submetidas a processamento com membrana Amicon 15
visando concentracdo das amostras, dessalinizagdo e ajuste de tamp&o. A quantidade de proteina
total presente no material eluido foi determinada pelo método do acido bicinconinico (BCA),
utilizando o kit Pierce® BCA Protein Assay (Thermo Scientific) segundo as instrucdes do
fabricante. O processo de purificacdo e o conteudo das amostras foram avaliados por SDS-
PAGE.
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3.6. Conjugacéo de 1gG purificada com peroxidase para ensaios de ELISA

Primeiramente uma oxidagcdo da HRP com NalO4 foi realizada visando permitir sua
conjugacdo com a IgG. O processo de conjugacdo ocorreu através de uma reacao de reducédo e
foi interrompida via adi¢cdo de NaBHs. Uma cromatografia de gel filtragcdo foi conduzida em
seguida para promover a troca de tampdo para PBS 1x (pH 7.2). Utilizou-se um estabilizante
HRP Stabil PLUS (1:1 em volume) cuja acdo permite o condicionamento da IgG na temperatura
de 4°C.

3.7. Conjugacéao de 1gG purificada com ouro coloidal

A conjugacédo da imunoglobulina purificada com ouro coloidal foi realizada segundo
metodologia modificada de Hermanson (2008), utilizada na producdo de testes
imunocromatograficos de Bio-Manguinhos (contetdo especifico sigiloso), para preparo de

suspensdo de particulas de ouro e para o processo de conjugacao.

3.8. Padronizacdo e avaliacdo do potencial da IgG anti-rNDM de detectar a proteina
recombinante e a proteina nativa em lisados bacterianos por ELISA

A determinacdo da melhor condicdo de ELISA para deteccdo de rNDM foi realizada a
partir da avaliacdo de diferentes concentragfes de IgG anti-rNDM conjugada a peroxidase
(1/2.000, 1/4.000, 1/8.000 e 1/16.000), de IgG anti-rNDM aderida por pogo na microplaca de
ELISA (50, 100 e 200 ng) e de proteina recombinante (1.000, 500 e 100 ng) em 100 uL de

diluente de amostra/conjugado (Bio-Manguinhos) em duplicata.

A adsorc¢do do anticorpo na microplaca foi realizada pela adi¢éo de 1gG anti-rNDM nos
pocos e diluicdo em tampdo de sensibilizacdo. Apos incubacdo da placa a 37 °C por 1h, cinco

lavagens foram executadas com tampdo de lavagem (PBS 1x + Tween 20 0,05%).

Com a obtencdo do melhor resultado da padronizacdo para deteccdo de rNDM, o
controle postivo K. pneumoniae CCBH 18797 e o controle negativo E. coli BL-21 STAR™
(DE3) foram avaliados em triplicata sob a mesma condicdo. Para tal, coldnias crescidas em
meio Mueller-Hinton apds 16-24h de incubagdo a 37 °C foram inoculadas em tampéo até que
fosse obtida uma escala 1 de MacFarland. Diferentes tipos de tamp®es foram avaliados visando
avaliar o melhor método para a lise da amostra bacteriana como: o Suspension Medium do teste
colorimétrico RAPIDEC CARBA NP (bioMérieux) para deteccdo de carbapenemases e 0
diluente de amostra/conjugado (Bio-Manguinhos) acrescido de detergentes SDS e Triton X-

100 nas concentracdes de 1, 0.5 e 0.1%. A proteina recombinante NDM foi empregada como
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controle na padronizacdo do tampdo de lise. A incubagdo com os antigenos foi realizada a 37

°C por 1h seguida de cinco lavagens com tampdo de lavagem.

Terminado o periodo de incubacédo, 100 pL de IgG anti-rNDM conjugada a peroxidase
na diluicdo padronizada foram adicionados por poco e a reacdo foi incubada a 37 °C por 1h
seguida de cinco lavagens com tampao de lavagem. Apoés as lavagens, a reagdo foi incubada a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, com 100 pL/pogo do substrato da enzima TMB Plus 2
(BioRad) por 15-20 min. A reagéo foi interrompida com a adi¢do de 50 pL de acido sulfurico

(H2S04) 2 N e as densidades oticas foram determinadas a 450 nm em leitor de microplacas.

As amostras clinicas K. oxytoca CCBH17696, M. morgannii CCBH 17812, E. coli
CCBH 18798, P. stuartii CCBH 18800, C. freundii CCBH 17855, K. pneumoniae CCBH 15948
e controle positivo produtores de NDM foram avaliadas pelo ELISA padronizado. Também
foram avaliados: P. aeruginosa CCBH 23483 produtora de SPM; P. aeruginosa CCBH 20007
produtora de VIM; K. pneumoniae CCBH 6527 e CCBH 8107 produtoras de KPC; A.
baumannii CCBH 24267 produtor de OXA-58; A. baumannii CCBH 8311 produtor de OXA-
24; E. cloacae CCBH 19418 produtor de OXA-48; e o controle negativo. A rNDM tambem foi

utilizada no teste como controle.

O limite de deteccéo foi determinado a partir de diluicdes seriadas do controle positivo
K. pneumoniae CCBH 18797 na razdo de 1:2. Determinacgdo estatistica de desvio padrao foi

realizada para quantificacdo da variacdo dos dados de D.O. entre as replicatas.

3.9. Construcéo e padronizacdo de um teste imunocromatografico para deteccdo de NDM

Um teste imunocromatografico no formato sanduiche foi selecionado visando o
desenvolvimento de um método para a rapida deteccdo de NDM (Figura 3.1). Para a
determinacdo da melhor construcdo do dispositivo capaz de detectar rNDM, diferentes
membranas, concentracfes de anticorpos de captura (impregnado na membrana de
nitrocelulose) e de deteccdo (conjugado ao ouro coloidal), concentragdes de antigeno, e tipos
de tampOes de migracdo foram empregados na padronizacdo do teste. Em uma primeira
avaliacdo, membranas de nitrocelulose Whatman Immunopore de porosidade de 3, 10 e 15 pc
foram utilizadas. Fluxos de 0.04, 0.06 e 0.08 uL/mm foram empregados para impregnacéo de
anticorpo purificado na linha teste da membrana de nitrocelulose, de forma que haveria testes
com massa de IgG de aproximadamente 210, 310 e 420 ng, respectivamente. Trés diferentes

fluxos de impregnagéo de anticorpo conjugado a ouro coloidal em membrana de fibra de vidro
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(0.20, 0.30 e 0.40 pL/mm) foram avaliados (Tabela 3.2). A linha controle foi estabelecida pela
impregnacdo de proteina A na concentracdo de 0.125 mg/mL em fluxo de 0.04 uL/mm. A

leitura do teste foi realizada apds 15 min da aplicacdo da amostra.

IgG anti-rNDM
conjugada a
ouro coloidal

o LT /,s%{/*/

IgG anti-rNDM Proteina A

Figura 3.1: Teste imunocromatografico no formato sanduiche para deteccdo de NDM. O analito
contendo NDM (esfera verde) é aplicado na membrana da amostra, de onde migra para a membrana do
conjugado, de forma a permitir a ligagdo da enzima aos anticorpos policlonais anti-rNDM conjugados a
ouro coloidal (elemento azul na forma Y com esfera amarela). O complexo NDM-anticorpo policlonal
conjugado migra por capilaridade na membrana de nitrocelulose até atingir a linha teste, onde sera
capturado por um anticorpo policlonal anti-rNDM (elemento azul em forma de Y) imobilizado. Os
anticorpos conjugados nédo ligados ao antigeno serdo capturados pela proteina A (esfera vermelha)
imobilizada na linha controle. Todos os elementos que ndo foram capturados serdo absorvidos pela
membrana absorvente.

Estando estabelecidas as diferentes condi¢fes que seriam avaliadas, iniciou-se o
processo de impregnacdo de anticorpo purificado e de proteina A em membrana de
nitrocelulose, colada em um cartdo suporte, através do equipamento BioDot XY Z 3050, seguido
de uma incubagéo a 37 °C por 1h. O mesmo processo foi realizado para a impregnacéo de
membrana de fibra de vidro com o anticorpo conjugado a ouro coloidal.

A montagem do teste imunocromatografico foi finalizada com a colagem da membrana
de fibra de vidro impregnada na parte superior do cartdo suporte onde estava aderida a
membrana de nitrocelulose. No espaco do cartdo acima da membrana do conjugado, a
membrana da amostra, composta por fibra de celulose, foi inserida. Na parte inferior do cartéo
e abaixo da membrana de nitrocelulose, a membrana de absorvente foi colada. Por fim, 0s
cartbes foram cortados em fitas de 5.2 mm através do equipamento Programmable Star Matrix
2360 (Kinematic Automation) e as fitas foram acondicionadas em involucros plasticos com

janelas para aplicacdo de amostra e visualizacdo do resultado do teste.
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Tabela 3.2: Detalhamento dos 27 cruzamentos das diferentes condigdes e materiais avaliados visando
a determinacéo da melhor condicdo para detecgdo de rNDM.

Fluxo de impreganacéo de
anticorpo conjugado a
ouro coloidal em
membrana de fibra de
vidro (uL/mm)

. Porosidade de Fluxo _de impreganagao
N° do de anticorpo purificado
membrana de
cruzamento nitrocelulose (pic) na membrana de
H nitrocelulose (UL/mm)

1 3 0.04 0.20
2 3 0.04 0.30
3 3 0.04 0.40
4 3 0.06 0.20
5 3 0.06 0.30
6 3 0.06 0.40
7 3 0.08 0.20
8 3 0.08 0.30
9 3 0.08 0.40
10 10 0.04 0.20
11 10 0.04 0.30
12 10 0.04 0.40
13 10 0.06 0.20
14 10 0.06 0.30
15 10 0.06 0.40
16 10 0.08 0.20
17 10 0.08 0.30
18 10 0.08 0.40
19 15 0.04 0.20
20 15 0.04 0.30
21 15 0.04 0.40
22 15 0.06 0.20
23 15 0.06 0.30
24 15 0.06 0.40
25 15 0.08 0.20
26 15 0.08 0.30
27 15 0.08 0.40

Todos os cruzamentos foram testados frente a proteina recombinante NDM com 0 uso
de tampdo de migracdo e também frente a somente o tampéo. Diversos tampdes de migracdo
(volume de 100 pL) foram testados na determinagéo do melhor cruzamento, como o tampao de
migracdo para immunoblot (TMI) utilizado em Bio-Manguinhos adicionado de diferentes
concentragfes de uréia (0.150, 0.250, 0.500, 1 e 2M) e de detergentes como Triton X-100 e
Tween 20. Também foi avaliado o tampéo Tris 500 mM (pH 8,0) + caseina 0,4% + Triton X-
100 1% + NaCl 500 mM, utilizado em estudo desenvolvido por Oshiro e colaboradores (2015).
Agueles cruzamentos com o melhor resultado com rNDM foram entdo avaliados com os

controles positivo e negativo.
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A quantidade de massa bacteriana a ser utilizada no teste imunocromatogréafico foi
avaliada com o uso de al¢as bacterioldgicas de 1, 5 e 10 pL e com agulhas bacteriologicas
empregadas na coleta de uma quantidade de colbnias crescidas em agar Mueller-Hinton a 37
°C por 16-24h. O volume de tampé&o de migragéo utilizado na padronizagao do teste variou de
100 a 500 pL e o tempo de incubacdo da massa bacteriana no tampéo foi de 0, 5, 10 e 15 min.
Nessa primeira avaliacdo, o controle positivo K. pneumoniae CCBH 18797 e o controle
negativo E. coli BL-21 Star™ (DE3) foram testados.

Em uma segunda padronizacdo do teste com rNDM, tendo em vista o resultado da
primeira, as membranas de nitrocelulose de porosidade de 3 e 8 pc foram avaliadas. Para
impregnacdo de anticorpo purificado na linha teste da membrana de nitrocelulose, fluxos de
0.04, 0.06 e 0.08 pL/mm foram usados, de forma haveria testes com massa de IgG de
aproximadamente 624, 936 e 1.248 ng, respectivamente (Tabela 3.3). Os mesmos fluxos de
impreganacdo de anticorpo conjudado a ouro coloidal em membrana de fibra de vidro foram
empregados. A linha controle foi estabelecida pela impregnacdo de proteina A na concentracao
de 0.0625 mg/mL em fluxo de 0.08 uL/mm. A leitura do teste foi realizada ap6s 15 min da

aplicacdo da amostra.

Tabela 3.3: Detalhamento de 18 novos cruzamentos das diferentes condicdes e materiais avaliados
visando a determinagéo da melhor condicdo para deteccdo de rNDM.

Fluxo de impreganacéo de

Fluxo de impreganacéo anticorpo conjudado a

Porosidade de

N° do de anticorpo purificado .
cruzamento _membrana de na membrana de ouro coI0|da! em
nitrocelulose (uc) . membrana de fibra de
nitrocelulose (LL/mm) .
vidro (uL/mm)
1.1 3 0.04 0.20
2.1 3 0.04 0.30
3.1 3 0.04 0.40
4.1 3 0.06 0.20
51 3 0.06 0.30
6.1 3 0.06 0.40
7.1 3 0.08 0.20
8.1 3 0.08 0.30
9.1 3 0.08 0.40
10.1 8 0.04 0.20
11.1 8 0.04 0.30
12.1 8 0.04 0.40
13.1 8 0.06 0.20
14.1 8 0.06 0.30
15.1 8 0.06 0.40
16.1 8 0.08 0.20
17.1 8 0.08 0.30
18.1 8 0.08 0.40
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Com a escolha dos cruzamentos com a melhor intensidade de linha para deteccao de
rNDM, o controle positivo e o controle negativo também foram utilizados para avaliacdo dos
cruzamentos com lisados bacterianos. Diferentes quantidades de coldnias foram testadas assim

como volumes do tampé&o padronizado.

3.10. Avaliacdo preliminar do teste imunocromatografico padronizado com amostras
bacterianas

Com a padronizacao de um dispositivo imunocromatografico com os controles positivo
e negativo, o teste desenvolvido foi avaliado frente a amostras bacterianas produtoras de NDM
e de outras carbapenemases. Para tal, col6nias crescidas em agar Mieller-Hinton a 37 °C por
16-24h foram inoculadas em tampé&o padronizado e a mistura foi aplicada na janela de amostra
do teste imunocromatogréafico. Bactérias produtoras de NDM das espécies A. berezeniae CCBH
15865, C. freundii CCBH 18717, P. rettgeri CCBH 19720, A. baumanni CCBH 17959 e o
controle positivo foram avaliadas no dispositivo, assim como uma P. aeruginosa CCBH 23483
produtora de SPM, P. aeruginosa CCBH 24061 produtora de VIM, P. aeruginosa CCBH 24208
produtora de IMP, K. pneumoniae CCBH 24269 produtora de KPC, A. baumannii CCBH 24267
produtor de OXA-51-24 e o controle negativo. A leitura do teste foi realizada apds 15 min da

aplicacdo da amostra.

3.11. Determinacéo do limite de deteccdo de rNDM pelo teste imunocromatografico

Visando determinar a quantidade minima de rNDM que o teste imunocromatografico
seria capaz de detectar, uma diluicdo seriada da proteina recombinante a 472 pg/mL foi
realizada em PBS 1x na razdo de um 1:2 até a dilui¢do de 1:16.384. Uma aliquota de 5 pL de

cada diluicéo acrescida de 100 pL do tampdo padronizado foi aplicada no dispositivo.



IV. RESULTADOS & DISCUSSAO

4.1. Andlise das sequéncias de nucleotideos das variantes de blanpm

O alinhamento de sequéncias nucleotidicas de doze variantes de blanom evidenciou um
alto grau de similaridade entre as sequéncias. Somente dezesseis mutacdes pontuais foram
identificadas em uma sequéncia de 807 nucleotideos, ou seja, diferenca de menos de 2%. Desta
forma, a sequéncia de consenso foi utilizada para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores
de amplificacdo e clonagem do gene alvo. Os nucleotideos que codificam os 28 aminoacidos

iniciais correspondentes ao peptideo sinal foram descartados.

4.2. Avaliagdo da presenca do gene blanom em clones recombinantes de E. coli TOP10

Seis clones recombinantes de E. coli TOP10 foram selecionados a partir do agar LB
acrescido de canamicina para verificacdo da presenca do gene blanom. De acordo com a Colony
PCR realizada com os oligonucleotideos iniciadores empregados na clonagem, todas as
col6nias avaliadas apresentaram uma banda com peso molecular de aproximadamente ~ 723 pb
(Figura 4.1). Young e colaboradores (2009) descreveram que o gene blanpm era composto por
807 nucleotideos, portanto o resultado da PCR sugere que gene clonado foi o gene blanom, haja
vista que a diferenca de 84 pb pode ser justificada pela auséncia da sequéncia que codifica 0

peptideo sinal.

11 i
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Figura 4.1: Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da amplificacdo por PCR realizada a partir
de seis col6nias recombinantes de E. coli TOP10. Uma sequéncia de aproximadamente 723 pb foi
amplificada a partir dos seis clones recombinantes avaliados. 1 = padréo de peso molecular, 2 = branco
(auséncia de DNA molde na reacdo), 3 =clone 1, 4 =clone 2, 5 =clone 3, 6 = clone 4, 7 =clone 5, 8 =
clone 6.
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Uma PCR foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores empregados na clonagem
a partir das construcdes pET28a+blanowm extraidas dos seis clones recombinantes para indicagao
da presenca do gene blanom no vetor pET28a. Assim como no teste acima, a eletroforese dos
produtos da PCR demonstrou a presenca de uma banda de aproximadamente 723 pb em todos

0s seis plasmideos testados (Figura 4.2).

850 pb —

650 pb . «—~T723 pb

Figura 4.2: Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da amplificacdo por PCR realizada a partir
das construgdes pET28a+blanom purificadas dos seis clones recombinantes de TOP10. Uma sequéncia
de aproximadamente 723 pb foi amplificada a partir das seis construgdes avaliadas. 1 = padrdo de peso
molecular, 2 = branco (auséncia de DNA molde na reacdo), 3 = construcao extraida do clone 1, 4 =
construgdo extraida do clone 2, 5 = construgdo extraida do clone 3, 6 = construcdo extraida do clone 4,
7 = construgdo extraida do clone 5, 8 = construgéo extraida do clone 6.

A eletroforese dos produtos da digestdo enzimatica dos plasmideos, extraidos de cada
um dos seis clones recombinantes, mais uma vez indicou a presenga de um inserto no vetor em
todas as seis construcdes. O peso molecular dos insertos evidenciados na eletroforese era igual
ao do gene blanpm purificado utilizado anteriormente nos experimentos de clonagem (Figura
4.3).
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Figura 4.3: Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da digestdo das construgdes
pET28a+blanom extraidas dos seis clones recombinantes e do produto de amplificagdo de gene blanowm
purificado. Todas as construcdes digeridas liberaram um inserto de mesmo peso molecular (~723 pb)
do gene blanom purificado. 1 = padrdo de peso molecular, 2 = construcdo extraida do clone 1 ndo
digerida, 3 = constru¢do extraida do clone 1 digerida, 4 = construcdo extraida do clone 2 ndo digerida,
5 = construcdo extraida do clone 2 digerida, 6 = construgdo extraida do clone 3 ndo digerida, 7 =
construgdo extraida do clone 3 digerida, 8 = construcéo extraida do clone 4 ndo digerida, 9 = construcéo
extraida do clone 4 digerida, 10 = construcdo extraida do clone 5 ndo digerida, 11 = construcao extraida
do clone 5 digerida, 12 = construcdo extraida do clone 6 ndo digerida, 13 = construcdo extraida do clone
6 digerida, 14 = produto de amplificacdo de gene blanom.

O sequenciamento do gene blanowm purificado a partir dos plasmideos extraidos de seis
clones recombinantes de E. coli TOP10 evidenciaram que as construcdes dos clones 2 e 5
apresentavam mutacdes pontuais em locais distintos do gene, o que implicava na troca de
aminoacido durante a traducdo (Figura 4.4). Os plasmideos extraidos dos clones 1, 3, 4 e 6 ndo
apresentaram mutacGes e estavam em codigo de leitura correto. A construcdo pET28a+blanpm
purificada a partir do clone 1 foi selecionada para dar seguimento aos experimentos de

expressao protéica.
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Figura 4.4: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das contrugdes pET28a+blanom extraidas dos
seis clones recombinantes de E. coli TOP10, com a sequéncia de NDM-1 obtida no NCBI (FN396876)
(NDM template) e com a sequéncia de NDM-1 obtida da K. pneumoniae CCBH 18797 (KP-14) utilizada
para clonagem. A construcdo extraida do clone 2 apresentava uma mutagdo na posicdo 629 pb,
acarretando na troca de uma isoleucina por uma treonina. Uma mutacdo também foi evidenciada na
construgdo extraida do clone 5, que implicava na mudanga do aminoécido valina por uma alanina na
posicao 218 pb.

4.2. Expressao de rNDM em E. coli BL-21 STAR™ (DE3) e analise da expressdo e
solubilidade

Quatro clones recombinantes de E. coli BL-21 Star™ (DE3) carreando a construcéo
pET28atblanom expressaram uma grande quantidade de proteina, referente @ rNDM, com
tamanho aproximado de 25 kDa em experimentos de SDS-PAGE (Figura 4.5) quando a
expresséo foi induzida com IPTG a 37 °C. O tamanho da rNDM esta de acordo com Young
(2009), cujos experimentos de SDS-PAGE indicaram que a enzima em sua forma monomerica
possuia 28 kDa. A pequena diferenca de 3 kDa pode ser explicada pela auséncia do peptideo

sinal na proteina recombinante deste estudo.
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25 kDa —

Figura 4.5: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. A andlise da expressdo de rNDM de quatro
clones na condicédo induzida com IPTG a 37 °C evidenciou que todos o0s quatro clones recombinantes
de E. coli BL-21 Star™ (DE3) avaliados produziram grande quantidade de proteina de 25 kDa. 1 =
padréo de peso molecular, 2 = lisado bacteriano do clone 1 ndo induzido, 3 = lisado bacteriano do clone
1 induzido, 4 = lisado bacteriano do clone 2 ndo induzido, 5 = lisado bacteriano do clone 2 induzido, 6
= lisado bacteriano do clone 3 ndo induzido, 7 = lisado bacteriano do clone 3 induzido, 8 = lisado
bacteriano do clone 4 ndo induzido, 8 = lisado bacteriano do clone 4 induzido.

Visando avaliar a solubilidade da proteina recombinante, experimentos de inducao da
expressao com IPTG foram realizados nas temperaturas de 28 e 37 °C. Foi evidenciado que a
rNDM ¢é uma proteina solGvel quando a indugéo da expressao é conduzida a 28 °C, ndo havendo

necessidade de uso de detergente (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. (a) Perfil de expressédo de rNDM na temperatura
de 37 °C na auséncia e na presenca de Triton X-100. A proteina recombinante NDM estava presente na
fracdo insoltvel do lisado bacteriano quando a inducdo da expressao foi realizada a 37 °C. 1 = padrao
de peso molecular, 2 = lisado bacteriano (sem detergente), 3 = fragdo soltvel do lisado bacteriano (sem
detergente), 4 = fragdo sollvel do lisado bacteriano (sem detergente), 5 = padréo de peso molecular, 6
= lisado bacteriano (com detergente), 7 = fracdo sollvel do lisado bacteriano (com detergente), 8 =
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fracdo soltvel do lisado bacteriano (com detergente). (b) Perfil de expressdo de rNDM na temperatura
de 28 °C na auséncia e na presenga de Triton X-100. A diminui¢do da temperatura de indugdo da
expressao para 28 °C permitiu que grande quantidade de rNDM fosse expressa de forma soltvel. 1 =
padrao de peso molecular, 2 = lisado bacteriano (sem detergente), 3 = fragdo soltvel do lisado bacteriano
(sem detergente), 4 = fragdo soltvel do lisado bacteriano (sem detergente), 5 = lisado bacteriano (com
detergente), 6 = fragdo sollvel do lisado bacteriano (com detergente), 7 = fracdo sollvel do lisado
bacteriano (com detergente).

Experimentos de inducéo da expressdo da proteina recombinante a 37 °C tiveram como
resultado a maior concentracdo da rNDM na fracdo insoltvel (Figura 4.6), o que pode ser
justificado por uma possivel hiperexpresséo da proteina devido a presenca de um promotor forte
no vetor pET28a. Essa condicdo faz com que proteinas sejam agregadas em velocidade
frequentemente muito maior que o enovelamento, além de exigir uma demanda de grande
quantidade de chaperonas, que séo estruturas que auxiliam no processo de formacéo da estrutura
terciaria das proteinas, de forma que esses eventos podem favorecer a agragacdo de rNDM na
forma de corpos de inclusdo (Baneyx & Mujacic, 2004; Mamipour et al. 2017). Uma estratégia
bastante comum para solucionar problemas relacionados a agregacéo proteica e formacdo de
corpos de inclusdo € a diminuicdo da taxa de expressdo da proteina heter6loga pela E. coli.
Diferentes abordagens podem ser empregadas para atingir tal objetivo, como diminuicdo da
concentracdo de IPTG, emprego de promotores mais fracos ou diminuicdo da temperatura de

inducdo da expressdo (Baneyx & Mujacic, 2004).

Neste estudo, a primeira abordagem avaliada, a reducdo da temperatura para 28 °C,
mostrou-se por si sO eficiente para a expressdao 6tima de rNDM, sendo evidenciada pela
presenca de uma banda grossa referente a proteina recombinante na porc¢éo sollvel do lisado
bacteriano em experimentos de SDS-PAGE. A presenca de uma banda fina na fracéo insolavel
apos inducdo a 28 °C pode ser justificada por uma ma sonica¢do da suspensao bacteriana, de
forma que a NDM pode néo ter sido totalmente liberada para o sobrenadante. A presenca do
detergente Triton X-100 0.5% n&o proporcionou nenhuma mudancga significativa na
solubilidade da rNDM, visto que a rNDM, por ndo possuir o peptideo sinal, ndo ficou ancorada
no folheto interno da membrana externa como a proteina nativa (Gonzalez et al, 2016) e por
isso ficou majoritariamente localizada na fracdo soltvel do lisado bacteriano de E. coli BL-21
Star™ (DE3).

4.3. Purificacdo de rNDM

A proteina recombinante NDM foi purificada com elevado grau de homogeneidade. Os
picos de proteina, exibidos no cromatograma da purificacdo por cromatografia de afinidade

com HisTrap™ HP contendo resina de fons niquel, evidenciaram a presenca de grande
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quantidade de proteina, que foi eluida da resina quando a concentracdo de imidazol variou de
30-40% (300-400 mM) (Figura 4.7). A analise de SDS-PAGE das fracGes 5, 6, 7 e 8 indicou a
presenca de alta concentracdo de proteina de aproximadamente 25 kDa, referente a rNDM, e

baixa taxa de contaminantes (Figura 4.8).
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Figura 4.7: Cromatograma da purificacdo de rNDM por cromatografia de afinidade por ions metélicos
imobilizados com coluna HisTrap™ HP contendo resina de fons niquel com um gradiente linear de
imidazol 1M (linha verde). Os picos (linha azul - setas pretas) obtidos durante a realizagdo do gradiente
evidenciaram grande quantidade de proteina eluida quando aplicados de 30-40% de imidazol.

25 kDa —

Figura 4.8: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Avaliacdo das fracbes 5, 6, 7 e 8 recuperadas
da da purificacdo de rNDM por IMAC evidenciou grande quantidade de proteina de aproximadamente
25 kDa com poucos contaminantes. A auséncia de banda grossa de 25 kDa no filtrado obtido da
cromatografia mostra que a proteina recombinante permaneceu ligada na resina. 1 = padrdo de peso
molecular, 2 = fragdo soltvel do lisado bacteriano aplicada na coluna de cromatografia, 3 = filtrado da
cromatografia, 4 = fragcdes 5, 5= fracdo 6, 6 = fracdo 7 e 7 = fracéo 8.
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Seguido da remogéo dos sais de imidazol e a troca de tampéo por cromatografia de gel
filtracdo (Figura 4.9), a quantificacéo proteica por BCA do material purificado na etapa anterior
evidenciou um rendimento de 4.25 mg de rNDM a partir de uma cultura de 30 mL de clones
recombinantes de E. coli BL-21 STAR™ (DE3) (472.21 pg/mL). A densitometria realizada nas
bandas presentes na canaleta do gel de poliacrilamida 12% onde foram aplicados 30 pg de
rNDM purificada evidenciou um grau de homogeneidade de aproximadamente 99.86% (Figura
4.10).

may

Figura 4.9: Cromatograma da segunda etapa de purificacdo de rNDM por cromatografia de gel filtragdo
com coluna HiTrap™ Desalting. O pico (linha azul) obtido evidenciou grande quantidade de proteina.
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Figura 4.10: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. O SDS-PAGE da rNDM purificada em
diferentes concentracGes apds as duas etapas de cromatografia evidenciou baixa quantidade de
contaminantes mesmo com a aplicacdo de grande quantidade de massa de proteina. A andlise de
densitometria das bandas aparentes na canaleta onde foram aplicados 30 pg de rNDM purificada
evidenciou um grau de homogeneidade de aproximadamente 99.86%. 1 = padrdo de peso molecular, 2
= mistura das fragdes 5, 6, 7 e 8 obtidas por IMAC, 3 =5 g rNDM, 4 =10 pug rNDM, 4 = 20 ug rNDM,
5 =30 pug rNDM.
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4.4. Deteccao de proteina recombinante com cauda de polihistidina

A proteina purificada foi identificada como rNDM devido a interacdo da mesma com
um anticorpo contra cauda de polihistidina em experimento de Western Blot. Houve o
aparecimento de bandas com 0 mesmo peso molecular (~ 25 kDa) nas canaletas referentes as
fracBes induzidas e naquelas referentes a rNDM, evidenciando que a proteina purificada é o
alvo deste estudo. Inclusive, sé ocorreram marcacGes em somente uma banda nas canaletas
onde foram aplicadas duas amostras de rNDM purificada, ressaltando a auséncia de

contaminantes com cauda polihistidina (Figura 4.11).

(@) (b)
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 4.11: (a) Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. (b) Membrana de nitrocelulose.
Experimento de Western Blot evidenciou que o anticorpo anti-cauda de histidina somente reconheceu
uma proteina de 25 kDa, de forma que se pode inferir que a rNDM foi expressa e purificada com sucesso.
1 = padrdo de peso molecular, 2 = fragéo insolvel do lisado bacteriano ndo induzido, 3 = fragéo soltvel
do lisado bacteriano ndo induzido, 4 = fragdo insoltvel do lisado bacteriano induzido, 5 = fragdo solvel
do lisado bacteriano induzido, 6 = filtrado obtido com a cromatografia de gel filtracdo, 7 = 2.5 pug rNDM,
8 =5 g rNDM.
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4.5. Avaliacdo biolégica da rNDM

A rNDM possui atividade hidrolitica frente aos carbapenémicos, indicando que é uma
enzima recombinante ativa (Figura 4.12a) dependende de cations divalentes para que exerga
sua atividade (Figura 4.12b). Além disso, a avaliacdo das dilui¢bes seriadas de rNDM por Blue
Carba mostrou que a proteina possui atividade enzimatica em baixas concentracdes devido ao
resultado positivo do teste quando aplicados aproximadamente 134 ng.

()

Figura 4.12: rNDM possui atividade enzimatica. (a) Resultado do RAPIDEC CARBA NP indica a
capacidade hidrolitica da rNDM ao ocorrer a mudanca de cor para amarelo da solugdo no pogo E. (b)
Resultados do Blue Carba mostram no tubo A que ndo ha mudanca de pH na auséncia de imipenem, no
tubo B que a rNDM hidrolisou o antimicrobiano culminando na acidificagdo da solugéo e no tubo C que
a enzima foi inibida pela presenca de EDTA.
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4.6. Determinacéo do titulo de anticorpos no soro policlonal anti-rNDM

A avaliacdo do potencial de ligacdo dos anticorpos presentes no soro hiperimune,
coletado apds a terceira dose de imunizagéao, por ELISA indicou que os mesmos foram capazes
de reconhecer e se ligar a rNDM até a diluigdo de 1/25600 do soro (Figura 4.13). A D.O. obtida
com o soro pré-imune foi utilizada como cut off, ou seja, somente as dilui¢des com D.O. acima
daquela obtida pelo soro pré imune foram consideradas como reativas.
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Figura 4.13: O titulo de anticorpos presentes no soro hiperimune anti-rNDM coletado apds a terceira
dose foi de 1/25600 em ensaio de ELISA. A densidade 6tica obtida com o soro pré-imune foi utilizada
como cut off.

4.7. Avaliacdo do processo de purificacdo de 1gG a partir do soro hiperimune

A purificagdo de IgG a partir do soro policlonal hiperimune por cromatografia de troca
ibnica foi eficiente na separacdo de IgG (comumente eluida na concentracdo de 18-22% de
NaCl) e de albumina (eluida com NaCl na concentracdo de 50%), um frequente contaminante
de amostras de soro que deve ser retirado para evitar transtornos no desenvolvimento do teste

imunocromatografico.

Dois pools contendo as fracdes de 1gG (F3 e F4) resultantes de trés corridas
cromatograficas de troca ionica foram obtidos. As fracGes foram eluidas em gradiente de
aproximadamente 20% de NaCl (Figura 4.14). Os pools F3 e F4 possuiam concentracdo
protéica total de 0.8 e 1 mg/mL e apresentaram poucos contaminantes apds serem avaliados por
eletroforese em gel de poliacrilamida. As fragOes F3 e F4 apresentaram baixa presenca de
contaminantes por SDS-PAGE, indicando um processo de purificagdo eficiente. A fragdo F3

foi selecionada para dar seguimento aos experimentos posteriores, visto que apresentou um
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maior grau de homogeneidade, evidenciando somente duas bandas referentes as cadeias leve e

pesada da imunoglobulina (Figura 4.15).
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Figura 4.14: Cromatograma da purificagdo de IgG do soro hiperimune por cromatografia de troca
ibnica. As fracdes F3 e F4 correspondem as imunoglobulinas do tipo G e foram eluidas em gradiente de

aproximadamente 20% de NaCl.
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Figura 4.15: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Baixa presenca de contaminantes nas fragoes
F3 e F4, quando comparadas ao perfil de proteinas no soro de coelho e nas aliquotas de processos
anteriores a cromatografia de troca i6nica, evidenciando um processo de purificacdo eficiente. PM =
padrdo de peso molecular; 1 = soro de coelho bruto; 2 = amostra ressuspendida pés-precipitacdo
(NH4)2SO4; 3 = amostra pos cromatografia de gel filtracdo em PD10; 4 = mistura de fracBes F3 pos-
cromatografia de troca i6nica; 5 = mistura de fragdes F4 pds-cromatografia de troca idnica.
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4.8. Avaliacéo do potencial de reconhecimento de NDM pela 1gG e determinacéao do limite
de deteccdo de NDM em lisado bacteriano

Na padronizagdo do ELISA com a rNDM, foi verificado que a condi¢do com emissao
de maior D.O. seria utilizando 200 ng de 1gG anti-rNDM aderida por pogo na microplaca e com
0 uso de IgG anti-rNDM conjugada a peroxidase a 1/2000 para deteccdo de 1 pug de rNDM em
100 pL de diluente de amostra/conjugado (Bio-Manguinhos).

Com a obtencédo do ELISA padronizado para deteccdo de rNDM, o mesmo foi avaliado
frente a amostras bacterianos produtoras de NDM e outras carbapenemases. Em relacdo aos
testes de tampdo de lise, o Suspension Medium (bioMérieux) se mostrou ineficiente na
solubilizacdo da proteina nativa nas amostras bacterianas, somente a proteina recombinante foi
reconhecida pelo anticorpo. A D.O. detectada nos pocos contendo os lisados de K. pneumoniae
CCBH 18797 era similar a detectada nos pogos controle em que ndo houve aplicacdo de
amostras. Uma possivel justificativa para esse obstaculo seria a acessibilidade do anticorpo a
NDM na amostra bacteriana que, em seu estado nativo, se encontra ancorada no folheto interno
da membrana externa (Gonzélez et al. 2016), justificando a necessidade de detergentes no

tampéo.

Com a ineficécia do Suspension Medium (bioMérieux), um novo teste foi realizado
utilizando diferentes concentragdes dos detergentes SDS e Triton X-100 no diluente de
amostra/conjugado (Bio-Manguinhos). Além disso, neste novo teste foram utilizados 400 ng de
IgG anti-rNDM por poco e de 1gG anti-rNDM conjugada a peroxidase a 1/1.000. O detergente
mais eficiente na solubilizacdo de NDM foi o Triton X-100, tendo sido o componente usado
por Gonzalez e colaboradores (2016) em experimentos de Western blotting para deteccdo de
NDM e em tampdo de migracdo de teste imunocromatogragico para deteccdo de 6'-N-
acetiltransferase (Kitao et al. 2010). O uso de Triton X-100 em Teste de Hogde Modificado
também esta relacionado com o aumento da sensibilidade do teste na deteccdo de bactérias
produtoras de NDM (Pasteran et al. 2015). A D.O. detectada em pocos inoculados com K.
pneumoniae CCBH 18797 lisada com as diferentes concentragdes de Triton X-100 foi muito
similiar, demonstrando que o detergente era eficiente na concentragcdo de 0.1%. No entanto,
como somente uma amostra produtora de NDM foi avaliada nesta padronizacdo, além da
existéncia de outros estudos indicando o uso de Triton X-100 a 1% (Kitao et al. 2010; Gonzalez
et al. 2016), esta foi a concentracdo escolhida para ser utilizada em experimentos posteriores.
O detergente SDS utilizado ndo foi eficiente para extrair a NDM da membrana externa,
possivelmente pela formacdo de OMVs apds a lise bacteriana que, por sua vez, escondiam e

impediam o reconhecimento de NDM pela IgG anti-rNDM.



54

Ap0s a padronizacdo do ELISA para deteccdo de NDM nos controles positivo e negativo
utilizando 400 ng de IgG anti-rNDM aderida por poco, 1gG anti-rNDM conjugada a peroxidase
a 1/1000 e diluente de amostra/conjugado (Bio-Manguinhos) acrescido de Triton X-100 1%, o
teste empregado para avaliacdo de bactérias produtoras de NDM e outras carbapenemases. O
ELISA padronizado demonstrou que a IgG purificada anti-rNDM era altamente eficaz no
reconhecimento da proteina recombinante e da proteina nativa em todas as amostras clinicas
produtoras de NDM testadas. Inclusive demonstrando sua capacidade de deteccdo de NDM em
diferentes espécies, como K. pneumoniae, K. oxytoca, M. morgannii, E. coli, P. stuartii e C.
freundii. N&o houve reacOes cruzadas com outras amostras bacterianas produtoras de enzimas
de outras familias de carbapenemases como VIM, SPM, KPC ou OXA (Figura 4.16), nem
mesmo com o controle negativo. A D.O. obtida com a E. coli BL-21 STAR™ (DE3) foi

utilizada como cut off, pois € uma bactéria conhecida pela auséncia de producdo de pB-

lactamases.
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Figura 4.16: Deteccdo de NDM em amostras clinicas pela 1gG anti-rNDM por ELISA. A IgG anti-
rNDM foi capaz de detectar todas as amostras bacterianas produtoras de NDM com variedade da
densidade 6tica e ndo apresentou reacdo cruzada com nenhuma das amostras produtoras de outras
carbapenemases. O cut off foi determinado pela densidade ética obtida com a E. coli BL-21 STAR™
(DE3).
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Portanto, a IgG anti-rNDM demonstrou ter um excelente potencial de deteccdo de
diferentes espécies bacterianas produtoras de NDM devido a sua especificidade e sensibilidade
de 100% em experimentos de ELISA.

Uma possivel justificativa para a variabilidade na D.O. nas amostras clinicas produtoras
de NDM seria a variabilidade de plasmideos (diferentes grupos de incompatibilidade
plasmidial: IncFIC, IncA/C e IncK, por exemplo) e ambientes genéticos em que o0 gene blanom
ja foi detectado (Wailan et al. 2015; Huang et al. 2016) visto que poderiam estar relacionados
com diferencas nos niveis de expressdo de NDM entre as diferentes espécies, cepas ou também
pela variacdo do numero de cdpias do gene blanom (Paul et al. 2017). Na Figura 4.12 pode-se
notar que a M. morgannii CCBH 17812 teve a maior D.O. enquanto que P. stuartii CCBH
18800 e E. coli CCBH 18798 tiveram as menores. Outra possivel justificativa para essa
variabilidade seria a dificuldade de estabelecer uma escala 1 MacFarland ideal para todas as
amostras a serem testadas, pois por ser um método visual, esta sujeito a diferentes percepcdes
de turbidez.

O limite de deteccdo de NDM pela IgG anti-rNDM em lisado do controle positivo K.
pneumoniae CCBH 18797 foi de 1:32 (Figura 4.17). Considerando que a escala 1 de
MacFarland apresenta aproximadamente 30 milhdes de células bacterianas, pode-se estimar
que a IgG anti-rNDM € capaz de reconhecer NDM em uma suspensdo contendo

aproximadamente 1 milh&o de bactérias por ELISA.
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Figura 4.17: Limite de deteccdo de NDM em lisado bacteriano por IgG anti-rNDM por ELISA foi de
1:32. O cut off foi determinado pela densidade 6tica obtida com a E. coli BL-21 STAR™ (DE3).
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4.9. Determinacao do melhor cruzamento de teste imunocromatografico para deteccéo de
NDM

4.9.1. Primeira padroniza¢éo com rNDM

Na avaliacdo dos cruzamentos na primeira padronizacdo, a membrana de nitrocelulose
de 3 pc apresentou 0 maior nimero de testes positivos para deteccao de 1 pg de rNDM com o
uso de 100 pL de tampdo TMI + Triton X-100 1%. O cruzamento 9 apresentou a linha teste
com maior intensidade em relacdo aos outros cruzamentos, apesar de estar muito mais fraca
guando comparada a linha controle. Somente os cruzamentos 14, 15, 16 17 e 18 desenvolvidos
com membrana de nitrocelulose de 10 pc foram positivos. Ndo houve aparecimento de linhas
referentes a deteccdo de rNDM nos testes com membrana de nitrocelulose de 15 pc (Tabela
4.1). Membranas com poros de menor tamanho estdo relacionadas com o aumento da
capacidade de ligacdo do antigeno ao anticorpo (Peng et al. 2008), o que explica a maior

sensibilidade de deteccdo de rNDM nos cruzamentos compostos por membranas de 3 .

Houve presenca de marcacdes inespecificas na regido da linha teste nos cruzamentos
quando s6 se utilizava o tampao TMI + Triton X-100 1%. A adi¢&o de uréia no tampédo TMI +
Triton X-100 1% s6 foi eficiente para eliminar a marcacédo inespecifica na concentracdo de 2
M nos cruzamentos 9, 18 e 27 testados (Figura 4.18). A avaliacdo de rNDM em concentragdes
de 3 e 6 pug com o tampdo TMI + Triton X-100 1% + uréia 2 M demonstrou que somente 0
cruzamento 9 era eficiente na detec¢do de rNDM, sendo a linha teste mais forte com o uso de
rNDM a 3 pg. Segundo estudo de Qian e Bau (2003), a intensidade da linha teste é
comprometida quando um excesso de amostra é aplicado em dispositivos de fluxo lateral. Nesta
situacdo, tanto a proteina recombinante livre quanto rNDM ligada ao conjugado seriam
capturadas pelos anticorpos impregnados na membrana de nitrocelulose e a intensidade da

banda estaria relacionada com a quantidade de anticorpos conjugados presentes.
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Tabela 4.1: Avaliacdo dos cruzamentos da primeira padronizacao para detecgdo de 1 g de rNDM com
tampdo TMI + Triton X-100 1%. Todos os cruzamentos construidos com membrana de 3 pc foram
postivos, enquanto que somente os cruzamentos 14, 15, 16 17 e 18 desenvolvidos com membrana de 10
pc foram positivos. Todos os cruzamentos com membrana de 15 pc foram negativos. Em todos os
cruzamentos houve marcacdo na linha controle.

Porosidade Fluxo de Fluxo de
. ~ . ~ Resultado
de impreganacao de impreganacao de da
N° do membrana  anticorpo purificado anticorpo conjugado a L
. avaliacéo
cruzamento de na membrana de ouro coloidal na com
nitrocelulose nitrocelulose membrana do 'NDM
(ue) (uL/mm) conjugado (uL/mm)
1 3 0.04 0.20 +
2 0.04 0.30 +
3 3 0.04 0.40 +
4 3 0.06 0.20 +
5 3 0.06 0.30 +
6 3 0.06 0.40 +
7 3 0.08 0.20 +
8 3 0.08 0.30 +
9 3 0.08 0.40 +
10 10 0.04 0.20 -
11 10 0.04 0.30 -
12 10 0.04 0.40 -
13 10 0.06 0.20 -
14 10 0.06 0.30 +
15 10 0.06 0.40 +
16 10 0.08 0.20 +
17 10 0.08 0.30 +
18 10 0.08 0.40 +
19 15 0.04 0.20 -
20 15 0.04 0.30 -
21 15 0.04 0.40 -
22 15 0.06 0.20 -
23 15 0.06 0.30 -
24 15 0.06 0.40 -
25 15 0.08 0.20 -
26 15 0.08 0.30 -

N
~
-
(@]

0.08 0.40 -
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Figura 4.18: Avaliacdo do tampdo TMI + Triton X-100 1% com diferentes concentracdes de uréia no
cruzamento 9. (a) TMI + Triton X-100 1% + uréia 0.250 M, (b) TMI + Triton X-100 1% + uréia 0.150
M, (c) TMI + Triton X-100 1% + uréia 0.5 M, (d) TMI + Triton X-100 1% + uréia 1 M e (e) TMI +
Triton X-100 1% + uréia 2 M. Presenca de marcacdes inespecificas na regido da linha teste no
cruzamento 9 com TMI + Triton X-100 1% acrescido de 0.150 a 1 M de uréia. Auséncia da marcagdo
com TMI + Triton X-100 1% adicionado de uréia 2 M.
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A avaliacdo do cruzamento 9, com a coleta de massa bacteriana do controle negativo e
controle positivo através de alcas bacterioldgicas de 1 e 5 L e posterior suspensdo em 100 pL
de tampdo TMI + Triton X-100 1% + uréia 2 M, apresentou dificuldade de absorcdo das
amostras pela membrana da amostra e dificuldade de migracdo das mesmas pela membrana de
nitrocelulose. Uma possivel explicacdo para esse problema seria a obstru¢do da membrana da
amostra pelos debris celulares ou por uma grande viscosidade do lisado bacteriano. O uso de
alcas bacterioldgicas de 5 e 10 pL na coleta de massa bacteriana propiciava a marcagédo
inespecifica na linha teste na avaliagdo do controle negativo. A adi¢do de 0.5% e 1% detergente
Tween 20 no tampdo TMI + Triton X-100 1% + uréia 2 M ndo influenciou nos resultados
obtidos anteriormente, assim como os tempos de incuba¢do da amostra no tampéo de migracéo.
Por sua vez, o aumento de volume de tampdo TMI + Triton X-100 1% + uréia 2 M empregado
suspensdo da massa bacteriana para 500 pL (aplicagéo de 100 pL no teste) melhorou a migragéo
da amostra, no entanto a membrana de nitrocelulose continuou com resquicios da migracédo
(migracdo “suja”) e a marcacao na linha teste com o uso do controle positivo apresentou-se

muito discreta.

O tampdo Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM
apresentou resultados semelhantes ao tampdo TMI + Triton X-100 1% + uréia 2 M usado
anteriormente, com marcacOes fracas na linha teste quando uma coldnia foi ressuspendida em
500 pL do tampao (aplicagcdo de 100 pL no teste). Contudo, o tampéo Tris 500 mM (pH 8.0) +
caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM foi escolhido para ser usados nos proximos
testes por ter sido mais eficiente na solubilizacdo de NDM da membrana externa de A.
baumannii CCBH 17959. O uso de NaCl para extracdo de carbapenemases produzidas por
Acinetobacter sp. ja foi avaliado por Dortet e colaboradores (2014b) para otimizacdo do teste
Carba NP. Neste estudo, foi visto que 0 componente com propriedades osméticas acarretou em

uma lise bacteriana mais eficiente, levando ao aumento da sensibilidade do teste.

4.9.2. Segunda padronizacdo com rNDM

Na segunda padronizagao utilizando maiores quantidades de anticorpo de captura e com
uso do tampdo Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM,
todos os cruzamentos construidos com membrana de 3 pc foram postivos. Somente 0s
cruzamentos 10.1 e 13.1 desenvolvidos com membrana de 10 pc foram negativos (Tabela 4.2).
Os cruzamentos 9.1 e 18.1 foram o0s que apresentaram marcagOes na linha teste de maior

intensidade quando testados com rNDM a 3 ug (Figura 4.19).
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Na avaliagdo com o controle positivo, diluindo uma col6nia em 500 pL de tampéo Tris
500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM (aplicacéo de 100 pL no
teste), ndo houve marcacao na linha teste nos cruzamentos 9.1 e 18.1. O cruzamento 9.1 mostrou
resultado positivo, com linha teste com maior intensidade que o 18.1, quando trés colonias
foram suspendidas em 150 pL do tampéo Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-
100 1% + NaCl 500 mM e todo o conteudo fora aplicado no teste. A avaliacdo do cruzamento
9.1 com cinco colénias do controle positivo em 150 pL do tampé&o Tris 500 mM (pH 8.0) +
caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM apresentou marcagdo na linha teste ainda

mais intensa que no teste anterior com trés colonias (Figura 4.20).

Tabela 4.2: Avaliacdo dos cruzamentos da segunda padronizagéo para deteccéo de 3 ug de rNDM com
tampdo Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM. Todos 0s
cruzamentos construidos com membrana de 3 pc foram postivos. Enquanto que somente 0s cruzamentos
10.1 e 13.1 desenvolvidos com membrana de 10 pc foram negativos. Em todos os cruzamentos houve
marcagdo na linha controle.

Fluxo de Fluxo de
Porosidade de impreganacao de impreganacao de
N° do membrana de anticorpo anticorpo Res_ulta}do da
cruzamento nitrocelulose purificado na conjudz_aldo aouro avaliacdo com
membrana de coloidal em rNDM
(ko) nitrocelulose membrana de fibra
(UL/mm) de vidro (uL/mm)

1.1 3 0.04 0.20 +

2.1 3 0.04 0.30 +

3.1 3 0.04 0.40 +
4.1 3 0.06 0.20 +

51 3 0.06 0.30 +

6.1 3 0.06 0.40 +

7.1 3 0.08 0.20 +

8.1 3 0.08 0.30 +

9.1 3 0.08 0.40 +
10.1 8 0.04 0.20 -
11.1 8 0.04 0.30 +
12.1 8 0.04 0.40 +
13.1 8 0.06 0.20 -
14.1 8 0.06 0.30 +
15.1 8 0.06 0.40 +
16.1 8 0.08 0.20 +
17.1 8 0.08 0.30 +
18.1 8 0.08 0.40 +
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Figura 4.19: Cruzamento 9.1 testado com rNDM a 3 pg em tampdo Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina
0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM apresentou marcagdo com cor forte na linha teste.

(@) (b) ()
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Figura 4.20: Cruzamento 9.1 testado com (a) somente o tamp&o Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4%
+ Triton X-100 1% + NaCl 500 mM, (b) controle negativo e (c) controle positivo. Houve marcagdo na
linha teste somente no controle positivo.

Na avaliacdo do cruzamento 9.1 com maior nimero de col6nias, houve aparecimento de
marcacOes ténues inespecificas na linha teste quando o controle negativo era testado. Portanto,
o cruzamento 9.1 foi o escolhido para avaliagdo com amostras bacterianas produtoras de NDM
e de outras carbapenemases pela sua melhor eficiéncia na detecgdo de NDM a partir de cinco
coldnias do controle positivo em 150 pL de tampdo Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% +
Triton X-100 1% + NaCl 500 mM.
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A diferenca entre os cruzamentos 9.1 e 18.1 foi a maior quantidade de anticorpo
impregnado na membrana de nitrocelulose no primeiro (1 mg), justificando a sua maior
sensibilidade. A impregnacdo de 1 mg de anticorpo na membrana de nitrocelulose foi uma
condigéo utilizada com sucesso para aumento da sensibilidade para deteccdo de OXA-23 em
teste imunocromatografico por Ji e colaboradores (2016).

Houve presenca de marcacdes na linha teste do cruzamento 9.1 até a dltima dilui¢do de
rNDM com o uso de tamp&o de migracao Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-
100 1% + NaCl 500 mM realizada (1:16.384). Portanto, o teste imunocromatografico
padronizado neste estudo possui baixo limite de detec¢do da proteina recombinante, sendo

capaz de detecta-la a aproximadamente 200 pg.

4.9.3. Resultado da avaliacdo preliminar do teste imunocromatografico com outras
amostras bacterianas

O teste imunocromatogréafico foi capaz de detectar a presenca de NDM nas amostras
bacterianas A. berezeniae CCBH 15865, C. freundii CCBH 19717, P. rettgeri CCBH 19720 e
A. baumanni CCBH 17959. Houve o aparecimento de linha teste com forte intensidade quando
as amostras A. berezeniae CCBH 15865 e C. freundii CCBH 18717 foram testadas, tendo a
primeira amostra resultado bastante semelhante ao teste com 3 pg de rNDM. Por outro lado, as
amostras P. rettgeri CCBH 19720 e A. baumanni CCBH 17959 apresentaram linhas teste mais

fracas em relacdo as anteriores (Figura 4.21).

A variabilidade de intensidade nas marcagdes para diferentes espécies pode ser
justificada pelo mesmo motivo explicado para a variacdo de D.O. para as amostras testadas por
ELISA, como diferentes contextos genéticos de NDM publicados na literatura cientifica e
diferenca no numero de copias (Wailan et al. 2015; Huang et al. 2016; Paul et al. 2017), além
da distincdo da morfologia colonial entre as espécies. Muitos artigos cientificos da literatura
sobre testes imunocromatograficos para deteccdo de determinantes de resisténcia aos
antimicrobianos néo especificam a quantidade de colonias avaliadas (Ji et al. 2014, 2016; Kitao
etal. 2010, 2011), indicando que pode haver uma variedade na quantidade de col6nias aplicadas
no teste dependendo do tipo de meio e condigéo utilizada para o crescimento bacteriano e

também pelas diferengas nos tamanhos das coldnias.

Outra explicacdo para a baixa intensidade da linha teste nas amostras produtoras de
NDM seria a baixa concentracdo da proteina nativa no lisado, o que permitiria a ocorréncia de
sua saturacdo com o0s anticorpos conjugados, impedindo que existam sitios livres da proteina

para serem reconhecidos pelo anticorpo de captura. Uma estratégia que ainda poderia ser



63

abordada para melhorar o desempenho do teste imunocromatografico para deteccdo de NDM
no lisado bacteriano seria diminuir a quantidade de anticorpo conjugado haja vista que a
estratégia de aumentar a quantidade de massa colonial ndao foi efetiva pelo aumento da
viscosidade do material a ser analisado, dificultando a absor¢éo pela membrana de amostra e a
migracéo pela membrana de nitrocelulose (O’Farrel, 2013).

Q Q ©

(d)

Figura 4.21: Avaliacdo do cruzamento 9.1 com colbnias de (a) A. berezeniae CCBH 15865, (b) C.
freundii CCBH 18717, (c) P. rettgeri CCBH 19720 e (d) A. baumanni CCBH 17959 diluidas em tampéo
Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl 500 mM. Todas as amostras testadas
foram positivas.



64

Na avaliacdo do teste imunocromatogréfico padronizado frente a amostras produtoras
de outras carbapenemases (KPC, VIM, IMP, SPM e OXAs), todas foram negativas (Figura
4.22).

(b)
4208

Figura 4.22: Avaliacdo do cruzamento 9.1 com coldnias de (a) K. pneumoniae CCBH24269 produtora
de KPC, (b) P. aeruginosa CCBH 24208 produtora de IMP, (c) P. aeruginosa CCBH 23483 produtora
de SPM, (d) A. baumannii CCBH 24267 produtora de OXA-51-24 e (e) P. aeruginosa CCBH 24061
produtora de VIM diluidas em tamp&o Tris 500 mM (pH 8.0) + caseina 0.4% + Triton X-100 1% + NaCl
500 mM. Todas as amostras bacterianas avaliadas foram negativas.

Considerando que o anticorpo utilizado no desenvolvimento deste dispositivo

imunocromatografico foi do tipo policlonal, uma abordagem que poderia ser avaliada para
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melhorar seu desempenho seria a utilizacdo de anticorpos monoclonais como elemento de
deteccdo, de forma que somente um epitopo da proteina seria ocupado, ficando os demais sitios
livres para serem reconhecidos por outro anticorpo monoclonal ou policlonal na membrana de
nitrocelulose. O uso de anticorpos policlonais como elemento de captura teria como grande
vantagem o aumento da sensibilidade, pela possibilidade de detectar diferentes epitopos e pela
de facilidade para capturar o conjugado que esta migrando, visto que possuem maior afinidade
por seus epitopos (O’Farrel, 2013). O uso do policlonal como anticorpo de captura ja foi
empregado com sucesso para a deteccdo de OXA-23 em A. baumannii por imunocromatografia
(Ji et al. 2016), neste estudo o pesquisador verificou que o uso do monoclonal conjugado e o
policlonal impregnado na membrana aumentavam significativamente a sensibilidade do teste
em relacdo ao uso de dois monoclonais. Portanto, essa abordagem sera empregada no teste
imunocromatografico padronizado neste estudo para promover o aumento da sensibilidade,

além do fato do uso do monoclonal ser primordial para o aumento da especificidade.

A avaliagdo do potencial da IgG anti-rNDM por ELISA forneceu resultados melhores
que aqueles provenientes do teste imunocromatografico, tendo sido capaz de detectar de forma
mais sensivel amostras produtoras de NDM. O melhor desempenho do anticorpo anti-rNDM
na plataforma de ELISA pode ser atribuida: a sua maior sensibilidade visto que o sinal gerado
pelo reconhecimento antigeno-anticorpo é amplificado pela acdo enzimatica da peroxidase; aos
procedimentos de lavagem que dificultavam a permanéncia da ligacéo fraca entre antigenos ndo
alvos ao anticorpo, além de retirarem o excesso dos elementos da reacdo, favorecendo o
estabelecimento de um equilibrio do sistema; aos periodos de incubacdo de amostra ou
anticorpo, que favoreciam a ligacdo entre os elementos; e a capacidade do ELISA de suportar

uma maior quantidade de amostra.

Apesar de 0 ELISA ter apresentado alta sensibilidade e especificidade para deteccao de
NDM em bactérias produtoras da enzima do que o teste imunocromatografico desenvolvido, o
mesmo ndo seria uma técnica atrativa para uso em laboratérios de paises em desenvolvimento,
visto que frequentemente ndo dispdem de recursos para aquisi¢cdo de métdos mais custosos. A
técnica de ELISA exige equipamentos como leitora de placas e maquinas de lavagem, maior
quantidade de reagentes, pessoal mais qualificado para execucdo do método e tem
processamento mais laborioso e lento. Mesmo o uso de um ELISA automatizado néo seria uma
opcdo melhor haja vista ser um equipamento oneroso e possivelmente ndo disponivel em
laboratorios de paises em desenvolvimento. Portanto, o desenvolvimento de um teste
imunocromatdgrafico capaz de detectar NDM se destaca neste contexto, por ser uma ferramenta

mais acessivel, simples e rapida, que ndo exige equipamentos.



V. CONCLUSAO

Neste estudo, anticorpos policlonais obtidos com a imunizacéo de coelhos com NDM
recombinante foram avaliados por ELISA e na plataforma imunocromatografica. O anticorpo
policlonal foi altamente especifico e sensivel na deteccdo de NDM em amostras produtoras e
ndo produtoras de NDM por ELISA. O teste imunocromatografico padronizado foi capaz de
detectar INDM com sucesso, inclusive em baixas concentracGes da proteina. A avaliacdo do
anticorpo policlonal na plataforma imunocromatografica com amostras bacterianas mostrou sua
capacidade de detectar a proteina nativa no lisado de diferentes bactérias produtoras de NDM
com variacgdo na intensidade da linha teste. O teste desenvolvido teve resultados negativos para
amostras produtoras de outras carbapenemases. Os resultados obtidos com o dispositivo
desenvolvido neste estudo mostraram que anticorpo policlonal anti-rNDM possui potencial
para ser empregado na plataforma imunocromatografica para diagndstico de bactérias
produtoras de NDM, principalmente em laboratorios de paises em desenvolvimento que ndo
dispdem de recursos para uso de técnicas mais onerosas. Estratégias como o uso de anticorpos
monoclonais em associacdo ao policlonal e a avaliacdo de outras condi¢fes dos elementos do

sistema podem ser empregadas para melhorar o funcionamento do teste.
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