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RESUMO

"COMPOSIGCOES ANTIMICROBIANAS"

A presente invencdo diz respeito a composicdes
antimicrobianas, em particular composicdes que atagquem oS
microrganismos Burkholderia cepacia, conjuntamente com

testes de diagndéstico para os mesmos e suas utilizacdes.



DESCRICAO

"COMPOSIGCOES ANTIMICROBIANAS"

A presente invencdo diz respeito a composicdes
antimicrobianas, em particular a composicles que atacam
Burkholderia cepacia, conjuntamente com o0s correspondentes
testes de diagndéstico e suas utilizacdes.

O microrganismo Burkholderia cepacia €& a causa
principal da podriddo mole das cebolas. Embora raramente
seja patogénico em individuos saudaveis, nos ultimos 15 anos
passou a ser um importante agente patogénico oportunista que
se encontra vulgarmente associado a 1infecgdes pulmonares
entre individuos que padecem de fibrose cistica (FC) e
granulomatose crénica (Jarvis, W. R. et al., 1987, Eur. J.
Epidemiol., 3: 233-36). 0Os doentes que padecam de FC séo
colonizados por esta bactéria proveniente do meio ambiente e
ha dados recentes que comprovam a transmissdo entre pessoas
(Sajjan, U. S. et al., 1992, J. Clin. Invest., 89: 648-56;
Govan, J. R. W. et al., 1993, Lancet, 342: 15-19). Daqui tém
resultado medidas rigorosas para isolar os individuos
colonizados, mantendo-os separados dos individuos né&o
colonizados, tanto em hospitais como em locais publicos.

A colonizacdo do tracto respiratdédrio com B. cepacia
estd associada a progndésticos clinicos insuficientes: até
20% dos individuos colonizados padecem do 'sindroma de B.
cepacia', pneumonia associada a febre de que resulta uma
deterioracdo clinica réapida e fatal (Isles, A. et al.,
1984, J. Pediatr., 104: 206-210; LiPuma, J. J. et al.,
1990, Lancet, 336: 527-532).



Comprovou-se que O microrganismo B. cepacia persiste no
meio ambiente e que é resistente aos desinfectantes, tais
como a cloro-hexidina (Sobel, J. D. et al., 1982, American
J. Med., 73: 183-186). O tratamento de doentes colonizados
com este organismo é problemdtico, devido a sua resisténcia
intrinseca a maioria dos antibidéticos clinicamente
disponiveis (Pitt, T. L. et al., 1996, J. Med. Microbiol.,
44 (3): 203-210). Os mecanismos de resisténcia de B. cepacia
sédo quadruplos. Em primeiro lugar, tem lugar a
permeabilidade selectiva da parede celular exterior, o que
pode ser devido a modificacdes no lipopolissacarideo e nos
poros que formam as proteinas da membrana exterior (Nelson,
J. W. et al., 1994, FEMS Immunol. Med. Micro., 8: 89-98).
Demonstrou-se Jj& que este tipo de mecanismo em B. cepacia
confere resisténcia ao cloram-fenicol (Burns, J. L. et al.,
1989, Antimicrob. Agents and Chemotherapy, 33: 136-141). Em
segundo lugar, os alvos intracelulares dos farmacos podem
ser alterados de modo a deixarem de ser sensiveis ao
farmaco, por exemplo, por alteracéao das proteinas
destinatadrias e diminuicdo da susceptibilidade ribossdémica.
Em terceiro lugar, a 1inactivacdo dos antibidéticos, por
exemplo, a producéo de B-lactamases, incluindo as
carbepenases que sdo capazes de hidrolisar os antibidticos
mais poderosos e de esgpectro largo (Simpson, I. N. et al.,
1995, J. Antimicrob. Chemother., 32: 339-341). Presume-se
que um dos mecanismos principais da resisténcia de B.
cepacia seja o efluxo activo através de uma bomba de
exclusdo do féarmaco (Burns, J. L. et al., 1996, Antimicrob.
Agents Chemother., 40(2): 307-313). No entanto, isto ainda
ndo foi comprovado e ainda n&o foi identificada nenhuma

bomba de efluxo de farmacos. A existéncia de um



transportador ABC, designado por hdrAB, foi j& anteriormente
sugerida (Journal of Antimicrobial Chemotherapy Volume 44,
Supplement A, July 1999), mas ainda ndoc foi apresentada
nenhuma sequéncia ou indicac¢do da sua identidade.

Foi agora identificada wuma nova bomba de efluxo
multifdrmacos em B. cepacia, um membro da superfamilia
facilitadora maior (Dinh, T. et al., 1994, J. Bacteriol.,
176: 3825-3831; Marger, M. D. e Saier, M. H., 1993, Trends
Biochem. Sci., 18: 13-20), isto é, ndo é nem uma proteina
do transportador ABC (Higgins, C. F., 1992, Annu. Rev. Cell
Biol., 8: 67-113) nem é um membro da familia da resisténcia
aos metais pesados/divisdo celular (Saier, M. H. Jr. et
al., 1994, Mol. Microbiol., 11: 1841-1847). Funciona de
modo a bombear para fora os antibidéticos e outras moléculas
e por tal motivo consegue conferir ao organismo resisténcia
aos féarmacos. A inibicdo da bomba impede o efluxo, v.g.,
dos antibidticos, e permite-lhes que ataquem (v.g. que
aniquilem) o microrganismo. Deste modo, a bomba e a sua
inibicdo constituem uma nova maneira de combater B.
cepacia. Em particular, isto permite criar uma nova classe
de composicdes antimicrobianas e também desinfectantes.

Burnie et al. (1995, FEMS Immunology and Medical
Microbiology, 10: 157-164) descrevem uma purina de 28 kD
existente em B. cepacia. Isto é distinto da bomba de efluxo
multifarmacos da presente invencdo, que é um tipo diferente
de proteina e gue possuili um peso molecular previsto de 49 kD.

De acordo com a presente invencdo, esta proporciona
uma bomba de efluxo multifdrmacos que possui a sequéncia
designada por SEQ ID NO: 2 (aqui designada também por bcrA)
ou uma bomba de efluxo multifdrmacos que tenha, com tal

sequéncia, uma homologia pelo menos igual a 90%.



Para se determinar a identidade ©percentual ou a
homologia entre as duas sequéncias de aminoacidos ou de acidos
nucleicos, faz-se o alinhamento das sequéncias para se
conseguir uma comparacdo Optima. Assim, por exemplo, podem ser
introduzidos espacos vazios em uma ou nas duas sequéncias,
podendo ser ignoradas as sequéncias nao homélogas
(dissemelhantes) para efeitos de comparacdo. De acordo com uma
variante preferencial, o comprimento de uma primeira sequéncia
alinhada para efeitos de comparacdo possui pelo menos 30%, de
preferéncia pelo menos 40%, mais preferencialmente pelo menos
50%, ainda mais preferencialmente 60% e ainda muito mais
preferencialmente pelo menos 70%, 80% ou 90% do comprimento
da segunda sequéncia na regido alinhada. Os residuos
aminodcidos ou nucledtidos em correspondentes posicdes dos
aminoacidos ou posicdes dos nucledtidos sdo entdo comparados.
Se uma posicdo da primeira sequéncia estiver ocupada pelo
mesmo residuos aminocacido ou residuo nucleotidico na
correspondente posicdo na segunda segquéncia, entdo as
moléculas sdo idénticas nessa posicdo. O valor percentual da
identidade entre as duas sequéncias é uma funcdo do numero
de posicdes idénticas partilhadas pelas sequéncias (tomando
em consideracdo o facto de ser apropriado o numero e a
extensdo dos espacos vazios introduzidos para a optimizacéo
do alinhamento). No caso das sequéncias polipeptidicas, pode
ser feita a substituicdo de um aminoacido por um outro com
caracteristicas iguais, sem que seja afectada a estrutura ou
a funcdo do polipeptido. Provavelmente, tais substituicdes
conservativas sdo fenotipicamente indécuas. De uma forma
tipica, considera-se como substituicdes conservativas as
trocas, um por um, entre os aminodcidos alifédticos Ala, Val,

Leu e Ile, a permuta dos residuos hidroxilados Ser e Thr, a



permutacdo dos residuos acidicos Asp e Glu, a substituicédo
entre o0s residuos aminoadcidos Asn e Gln, a permuta dos
residuos béasicos Lis e Arg e as trocas entre os residuos
aromdticos Phe, Tir. As substituicdes conservativas de
aminoacidos, que sdo provavelmente indcuas sob o ponto de
vista fenotipico, foram descritas por Bowie et al., 1990,
Science 247: 1306-1310. Ao fazer-se o alinhamento de
sequéncias de aminodcidos, podem ser tomadas em consideracédo
as substituigdes conservativas de aminoacidos para se fazer
um registo de avaliacdo da homologia (também designada por
"similaridade") entre as sequéncias.

De acordo com uma variante preferencial, a comparacio
de sequéncias e a determinacdo da identidade percentual
e/ou da homologia percentual pode ser determinada
recorrendo a um algoritmo matematico (ver, por exemplo:
Lesk, A. M. (ed.), 1988, Computational Molecular Biology,
Oxford University Press, Nova Iorque; Griffin, A. M. &
Griffin, H. G. (eds), 1994, Computer Analysis of Sequence
DATA, Humana Press, New Jersey: von Heinje, G., 1987,
Sequence Analysis in Molecular Biology, Academic Press,
Nova Iorque; e Gribskov, M. & Devereaux, J. (eds), 1991,
Sequence Analysis Primer, M. Stockton Press, Nova Iorque).
H4 algoritmos convenientes para o alinhamento de sequéncias
que foram incorporados na aplicacdo informética GCG
(disponivel em http://www.gcg.com) . Além  disso, as
sequéncias de 4cidos nucleicos ou polipeptidicas da
presente invencdo podem ser utilizadas como uma segquéncia
de interrogacdo para se efectuar uma pesquisa em bases de
dados, por exemplo, para identificar outros membros da
familia ou sequéncias congéneres. Por exemplo, tais

pesquisas podem ser feitas utilizando 0s programas



informaticos BLASTN (sequéncias de &cidos nucleicos) ou
BLASTP (sequéncias de aminocacidos) (versdo 2.0 - Altschul,
S. F. et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410; versédo 2.1
- Altschul, S. F. et al., 1997, Nucleic Acids Research 25:
3389-3402). De acordo com uma variante preferencial, as
sequéncias sdo alinhadas e s&o obtidos os registos de
avaliacdo de identidade e de homologia wutilizando o
programa de pesquisa Basic BLAST (versdo 2.1) com os
espacos vazios, com parametros de pesquisa por defeito e de
registo de avaliacdo, disponivel no endereco do ciberespaco

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Pesquisas efectuadas em bases de dados de sequéncias
revelaram que o0s genes conhecidos com maior semelhanca sé&o
o0 gene emrB de E. coli e o gene gacA de Staphylococcus
aureus, 0s quais fazem parte de um operdo que codifica as
bombas de extrusédo resistentes a multifdrmacos pertencentes
a familia dos genes MFS (Lomovskaya, O. and Lewis, K.,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci., 89: 8938-8942; Rouch, D. A.
et al., 1990, Mol. Microbiol., 4 (12): 2051-2062). Estes
dois genes tém uma homologia que é respectivamente de 48, 8%
e 20,1%. Foi identificado wum outro gene, sem nome
atribuido, em Burkholderia pseudomallei, que possuil uma
homologia de 84,8% com o gene da presente invencdo. Esta
proteina (AF 110185) foi descrita por deShazer, D. et al.
(1999, J. Bacteriology, 181 (15) 4661-4664) como sendo uma
proteina do "circuito segregador geral" para o circuito de
secrecdo de tipo II, necessdrio para a secrecdo de
protease, lipase e fosfolipase C.

Os hombélogos da proteina que possui a SEQ ID NO: 2
podem ser os que existem noutros organismos ou 0s due s&do

gerados por modificacdo dos genes existentes, tais como



bcrA. Por exemplo, os homdélogos podem ter substituicdes
conservadas ou podem apresentar adicdes ou supressdes de
aminodcidos. Em particular, os homdélogos podem ter pelo
menos 95% ou entdo, por exemplo, pelo menos 99% de
homologia com a sequéncia designada por SEQ ID NO: 2. O
dominio cientifico da construcdo artificial de proteinas é
perfeitamente conhecido pelos especialistas na matéria e um
especialista destes poderia facilmente ser —capaz de
modificar a proteina da presente invencdo e simultaneamente
conservar a sua funcionalidade, enquanto bomba de efluxo de
multifarmacos. Os homdélogos podem ser produzidos por
modificacdes que originem diferencas sequenciais, ou gue
ndo afectem as sequéncias, ou de ambas as maneiras. As
modificacdes podem compreender a transformacdo gquimica de
polipeptidos, v.g., por acetilacdo ou carboxilacdo. Entre
outras modificacdes refere-se a glicosilacdo, por exemplo,
durante a sintese, processamento ou reprocessamento de
polipeptidos, v.g., por meio de enzimas (tais como as
enzimas de glicosilacdo dos mamiferos) que afectam a
glicosilacéo. Entre outras modificacdes refere-se a
fosforilacéo de aminoé&cidos, V.g., fosfotirosina,
fosfocerina e fosfotreonina. H& outras modificacdes entre
as quals se refere a utilizacdo de D-aminoacidos em vez dos
L-aminodcidos gque ocorrem naturalmente e o0s aminoéacidos
sintéticos, ou que ocorrem de forma ndo natural, tais como
os P- ou y-aminoécidos.

Também s&o aqui descritas as sequéncias de fragmentos
polipeptidicos, existentes na bomba de efluxo de
multifdrmacos, que possuem a sequéncia designada por SEQ ID
NO: 2. Tais fragmentos podem compreender sequéncias de

aminodcidos essenciais para as funcdes da bomba de efluxo



de multifédrmacos. As variantes das sequéncias de fragmentos
que possuem a mesma funcdo podem ter 10%, 20%, 50% ou 100%
de homologia de aminoacidos com as correspondentes
sequéncias de fragmentos existentes na bomba de efluxo de
multifarmacos de SEQ ID NO: 2.

A bomba de efluxo de multifarmacos pode ser expressa
por um organismo pertencente aos géneros Burkholderia ou
Pseudomonas. As experiécias indicadas adiante mostram que a
proteina ¢é expressa em Burkholderia cepacia e permitem
concluir que é previsivel que a proteina e as suas bombas
homélogas de efluxo de multifdrmacos sejam expressas num
conjunto de organismos estreitamente afins. Em particular,
0 microrganismo Burkholderia cepacia era classificado,
outrora, como Pseudomonas cepacia e devido a similaridade
dos organismos dos géneros Burkholderia e Pseudomonas
prevé-se qgque a proteina e as suas bombas homdélogas de
efluxo de multifarmacos sejam expressas em organismos do
género Pseudomonas. H& outros géneros de organismos em que
tem lugar a expressdo da proteina e das suas bombas
homélogas de efluxo de multifdrmacos, entre os gquais se
refere Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Salmonella e
Shigella.

A invencéo também proporciona uma sequéncia
nucleotidica que codifica uma bomba de efluxo de
multifarmacos de acordo com a presente invencdo. A
sequéncia nucleotidica pode ser a sequéncia designada por
SEQ ID NO: 1. A presente invencdo também compreende as
sequéncias nucleotidicas que codificam a mesma proteina,
mas utilizando coddes diferentes.

Também é agqui descrita uma molécula de &acido nucleico

que hibrida, em condicbdes variaveis entre moderadas e



fortemente rigorosas, com um complemento das sequéncias
nucleotidicas supramencionadas. As condic¢des de hibridacéo
estdo descritas minuciosamente nas paginas 1.101-1.110 e
11.45-11.61 da obra de Sambrook et al. (1989, Molecular
Cloning, 2% Edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory Press).
Um exemplo de condig¢des de hibridacdo gque & possivel
utilizar dimplica o recurso a uma solucdo de pré-lavagem
constituida por 5XS8sC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0) e
deixar decorrer o ensaio de hibridacdo de um dia para o
outro a 55°C utilizando 5XSSC. A hibridacdo de sequéncias
de 4acidos nucleicos compreende sondas, iniciadores e
fragmentos de ADN.

A presente invencdo também proporciona uma bomba de
efluxo de multifédrmacos de acordo com a presente invencéo,
para a pratica de um método de tratamento ou de diagndstico
do corpo de um animal ou de um ser humano. Esta pratica
médica, formulada pela primeira vez, nunca antes foi
sugerida ou proposta para as proteinas da presente invencgéo

Também estd prevista a utilizacdo de uma bomba de
efluxo de multifédrmacos de acordo com a presente invencéo,
ou de um seu fragmento imunogénico que possua uma sequéncia
seleccionada entre SEQ ID NO: 11-20, para a preparacdo de
um medicamento para o tratamento de uma infeccdo provocada
por um organismo em que tenha lugar a sua expressdao.

Uma vez que a bomba de efluxo de farmacos da presente
invencdo estéd parcialmente exposta no exterior do organismo
em que tem lugar a sua expressdo, 1ird haver epitopos
imunogénicos. Estes epitopos podem ser determinados
facilmente, recorrendo a cartografia de epitopos (Geysen, H.
M et al., 1987, Journal of Immunological Methods, 102: 259-
274; Geysen, H. M. et al., 1988, J. Mol. Recognit., 1(1):
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32-41; Jung, G. and Beck-Sickinger, A. G., 1992, Angew.
Chem. Int. Ed. Eng., 31: 367-486). Uma vez identificados, os
epitopos (isto ¢é os fragmentos imunogénicos) podem ser
utilizados entédo para a formulacdo de um medicamento. Para
além da utilizacdo de fragmentos da bomba que apresenta os
epitopos, também agqui se afirma que ¢é possivel utilizar
mimotopos que apresentem o mesmo epitopo, mas que tenham uma
sequéncia diferente. Estes podem ser gerados facilmente,
conforme descrito por Geysen (supra), utilizando, v.g., um
anticorpo especifico contra um epitopo. Em alternativa, é
possivel recorrer a PCR para a sintese de fragmentos
imunogénicos (Gupta, S. et al., 1999, Biotechniques, 27(2):
328-332) para permitir a cartografia dos epitopos.

Conforme se pode concluir a partir do Quadro 2, foram
identificadas 14 hélices transmembranares. Uma vez dgue néo
estdo expostas no exterior da membrana, ndo podem apresentar
epitopos. De igual, modo foram feitas experiéncias (ver
adiante) gue mostram que os primeiros 46 aminoidcidos da
proteina ndo apresentam nenhuns epitopos. Assim sendo, O0sS
fragmentos imunogénicos podem compreender sequéncias de
outras partes da proteina.

Os inventores da presente invencdo tiveram éxito na
identificacdo de diversos epitopos que sdo apresentados
pela proteina BcrA, constituindo estes um outro aspecto da
presente invencdo. Estes epitopos sdo apresentados pelos
polipeptidos que possuem as sequéncias seleccionadas entre
SEQ ID NOs: 11-20. Assim, de acordo com a presente
invencdo, esta proporciona um polipeptido gque possui uma
sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20 e que apresenta

um epitopo. Qualquer referéncia aqui feita a "fragmentos
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Z

imunogénicos" da proteina BcrA é considerada como sendo uma
referéncia aos polipeptidos de SEQ ID NOs: 11-20.

Por exemplo, ¢é possivel utilizar a proteina ou o
fragmento imunogénico da presente invencéo para a
preparacdo de uma vacina. Em particular, a proteina ou o
fragmento imunogénico podem ser Utels para a preparacdo de
uma vacina para o tratamento de infeccdes provocadas por
organismos que oS exprimam em doentes que padecam de
fibrose cistica. Também se descreve aquili um método para
tratar infeccdes a um doente, em particular num doente qgue
padeca de fibrose <cistica, causadas por organismos que
exprimam a bomba de efluxo de multifdrmacos da presente
invencdo, consistindo tal método em administrar a bomba de
efluxo de multifdrmacos, ou um seu fragmento imunogénico,
ao doente. Tais vacinas, para administracdo a doentes,
podem ser fornecidas numa forma que contenha também um
veiculo, um diluente ou um excipiente farmaceuticamente
aceitdveis ou entdo, por exemplo, um adjuvante adequado.
Tais compostos sdo facilmente identificédveis por um
especialista na matéria.

Os medicamentos de acordo com a presente invencédo
também podem compreender um veiculo, um diluente ou um
excipiente adequados (ver, por exemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences and US Pharmacopeia, 1984, Mack
Publishing Company, Easton, PA, E.U.A.). As doses exactas
de medicamento que irdo ser administradas a um doente s&o
facilmente avaliadas por um especialista na matéria e podem
ser convenientemente determinadas recorrendo a uma simples
experiéncia de tipo dose-resposta.

Também estd prevista a utilizacdo de um inibidor de

uma bomba de efluxo de multifdrmacos, de acordo com a
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presente invencdo, para a preparacdo de um medicamento para
o tratamento de uma infeccdo provocada por um organismo em
que tenha lugar a sua expressdo. O inibidor ¢é constituido
por um anticorpo ou um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio, especifico contra um polipeptido que possua uma
sequéncia seleccionada entre SEQ ID Nos: 11-20. Também pode
ser utilizado, pelo menos, conjuntamente com um antibidtico,
por exemplo, uma tetraciclina e/ou uma quinolona. O
antibidético quinolona ©pode ser o 4cido nalidixico. A
administracdo, a um doente, do medicamento que compreende um
inibidor de uma bomba de efluxo de multifadrmacos, de acordo
com a presente invencdo, e pelo menos um antibidtico pode
ser simultdnea ou sequencial. Também estd prevista uma
preparacdo combinada de um inibidor de uma bomba de efluxo
de multifarmacos, de acordo com a presente invencdo, e pelo
menos um antibidtico, por exemplo, uma tetraciclina e/ou
uma gquinolona, para utilizacdo simultanea, separada ou
sequencial no tratamento da infeccdo provocada por uma
organismo em que tenha lugar a expressdo da referida bomba
de efluxo de multifarmacos. O inibidor é constituido por um
anticorpo ou por um seu fragmento de ligacdo ao antigénio,
especifico contra um polipeptido que tenha uma sequéncia
seleccionada entre SEQ ID Nos: 11-20.

Também estd prevista a utilizacdo de um inibidor de uma
bomba de efluxo de multiférmacos, de acordo com a presente
invencdo, para a preparacdo de um desinfectante para um
organismo em que tenha lugar a sua expressdoc. O inibidor é
constituido por um anticorpo ou por um seu fragmento de
ligacdo ao antigénio, especifico contra um polipeptido que
tenha a sequéncia seleccionada entre SEQ ID Nos: 11-20.

Também pode ser utilizado, pelo menos, conjuntamente com um
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desinfectante de aménio quaternario, por exemplo, cloro-
hexidina. Conforme se disse anteriormente, o microrganismo
B. cepacia, e outros organismos em que tem lugar a expressao
das bombas de efluxo multifdrmacos, de acordo com a presente
invencéo, podem ser persistentes no meio ambiente.
Experiéncias anteriormente assinaladas comprovam gue OS
microrganismos, Vv.g., Burkholderia e Pseudomonas, conseguem
sobreviver em solucbes desinfectantes, sendo resistentes,
v.g., aos compostos de ambdénio quaternadrio. Assim, a presente
invencdo ndo fica limitada ao tratamento da infeccéo
provocada por tais organismos, mas abrange também o0s
desinfectantes eficazes contra estes. Em particular, um
desinfectante deste tipo, eficaz contra um organismo em que
tenha lugar a expressdo de uma bomba de efluxo de
multifarmacos, de acordo com a presente invencdo, pode
compreender o inibidor de uma bomba de efluxo de
multifédrmacos, de acordo com a presente invencéo,
conjuntamente com um composto desinfectante, a Dbase de
aménio quaternario.

Uma vantagem particular proporcionada pela presente
invencdo reside no facto de, ao inibir a bomba de efluxo de
multifdrmacos, habilitar os anticorpos e desinfectantes
existentes, que de outro modo seriam ineficazes ou teriam
um efeito limitado contra os organismos em que tem lugar a
expressdo da bomba de efluxo, a tornarem-se eficazes ou a
terem uma maior eficiéncia contra tais organismos. Posto
isto, uma modificacdo relativamente simples, a introduzir
nas composicdes antimicrobianas e desinfectantes
existentes, pode fazer com que passem a ser eficazes ou que
aumentem a sua eficiéncia contra os organismos em que tem

lugar a expressdao da bomba de efluxo.
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Assim, ainda de acordo com a presente invencdo, esta
proporciona uma composicdo antimicrobiana que compreende ©
inibidor de uma bomba de efluxo de multifarmacos, de acordo
com a presente invencdo, e pelo menos um antibidtico. O
inibidor ¢ constituido por um anticorpo ou por um seu
fragmento de ligacdo ao antigénio, especifico contra um
polipeptido que possui uma sequéncia seleccionada entre SEQ
ID Nos: 11-20. Também é agqui descrito um método para tratar
uma infeccdo de um doente, provocada por um organismo em
que tenha lugar a expressdo de uma bomba de efluxo de
multifarmacos, de acordo com a presente invencdo, o qual
consiste em administrar a esse doente a referida composicéo
antimicrobiana. A classe de antibidéticos ¢é bastante ampla,
mas em combinacdo com um inibidor de uma bomba de efluxo de
multifarmacos, da presente invencdo, manifesta realmente
uma tendéncia geral para inibir (isto &, para impedir o
desenvolvimento ou a reproducdo ou mesmo aniquilar)
microrganismos em que tenha lugar a expressdo da referida
bomba de efluxo de multifarmacos. Em particular, os membros
das classes das tetraciclinas (por exemplo, a tetraciclina)
e das quinolonas (por exemplo, o &acido nalidixico) sé&o
particularmente eficazes. Também se descreve agqui um estojo
que compreende um inibidor de uma bomba de efluxo de
multifdrmacos, de acordo com a presente invencdo, e pelo
menos um antibidtico. O estojo pode ser utilizado para o
tratamento de uma infeccdo de um doente provocada por um
organismo em qgue tenha lugar a expressdo de uma bomba de
efluxo de multifdrmacos, de acordo com a presente invencédo.

Também estd prevista uma composicdo antimicrobiana que
compreende um inibidor de uma bomba de efluxo de

multifarmacos, de acordo com a presente invencdo, e pelo
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menos um desinfectante, por exemplo, um desinfectante a de
aménio quaternario. O inibidor ¢é constituido por um
anticorpo ou por um seu fragmento de ligacdo ao antigénio,
especifico contra um polipeptido que possua uma sequéncia
seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20. Também estd previsto
um método de desinfeccdo que consiste em aplicar a um
artigo (por exemplo, uma superficie) que se pretenda
desinfectar a referida composicédo antimicrobiana.

Conforme anteriormente descrito, os inibidores sé&o
constituidos por anticorpos e seus fragmentos de ligacédo
aos antigénios, especificos contra um polipeptido que
possua uma sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20.
A preparacdo, a sintese e a utilizacdo de anticorpos e dos
seus fragmentos de ligacdo aos antigénios é de facil
compreensdo para oS especialistas na matéria (Harlow, E. e
Lane, D.,"Using Antibodies: A Laboratory Manual", Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nova Iorgque, 1998).

A presente invencdo também prevé um método para
detectar numa bactéria a resisténcia a multifdrmacos, o
qual compreende 0S passos seguintes:

(i) fazer contactar a Dbactéria com um reagente
especifico para a bomba de efluxo de multifdrmacos da
presente invencdo, sendo o reagente seleccionado entre o
conjunto constituido por:

(a) um anticorpo ou um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio, especifico contra um polipeptido gque possua uma
sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20; e

(b) uma sequéncia nucleotidica complementar de uma
sequéncia nucleotidica que codifique um polipeptido que

possua a sequéncia identificada por SEQ ID NO: 2;
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(ii) detectar qualquer reaccdo de ligacdo anticorpo-
antigénio ou gqualquer reaccdo de hibridacdo da sequéncia
nucleotidica; e

(iii) correlacionar os resultados do passo de deteccéo
(ii) com a presenca ou com a auséncia de resisténcia a
multifdrmacos na bactéria.

A invencdo também proporciona um método para detectar
a presenca de uma bactéria que tenha resisténcia a
multifarmacos, conferida pela presenca de uma bomba de
efluxo de multifarmacos, de acordo com a presente invencéio,
0 qual compreende 0s passos seguintes:

(i) retirar uma amostra de um doente;

(i1) fazer contactar a referida amostra com um
reagente especifico para a referida bomba de efluxo de
multifarmacos, sendo o referido reagente seleccionado entre
o conjunto constituido por:

(a) um anticorpo ou um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio, especifico contra um polipeptido gque tenha uma
sequéncia seleccionada entre SEQ ID Nos: 11-20; e

(b) uma sequéncia nucleotidica complementar de uma
sequéncia nucleotidica que codifique um polipeptido que
tenha a sequéncia identificada por SEQ ID NO: 2;

(i1i) detectar qualquer reaccdo de ligacdo anticorpo-
antigénio ou qualquer reaccdo de hibridacdo da sequéncia
nucleotidica; e

(iv) correlacionar 0s resultados do passo de
detectacdo (iii) com a presenca ou com a auséncia de uma
bactéria que tenha resisténcia a multifédrmacos.

As amostras retiradas de doentes, utilizadas em tais
métodos, podem compreender, por exemplo, sangue, So0Oro,

fluidos brongquiais ou saliva.
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Também se descreve aqui um método para tratar uma
infeccdo num doente, provocada por um organismo em gue
tenha lugar a expressdo de uma bomba de efluxo de
multifdrmacos, de acordo com a presente invencdo, o qual
consiste em administrar ao doente uma composicédo
antimicrobiana de acordo com a presente invencdo, isto &,
que contenha um inibidor de uma bomba de efluxo de
multifdrmacos, de acordo com a presente invencido, e pelo
menos um antibidtico.

Tais métodos de tratamento s&o particularmente uUteis
para os doentes que padecam de fibrose cistica, o0s quais
sdo particularmente propensos a infeccdes provocadas por
organismos resistentes a multifarmacos, e por isso o doente
pode ser um que padeca de fibrose cistica.

A presente invencdo também proporciona um polipeptido
que possui uma sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20
e qgue apresenta um epitopo. Também se descreve aqui as
sequéncias imunogénicas homdélogas das sequéncias seleccionadas
entre SEQ ID Nos: 11-20 que apresentem um epitopo (isto &,
variantes reconhecidas pelo mesmo anticorpo) e sequéncias
heterdélogas que compreendam as sequéncias imunogénicas
(qualquer sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20 que
apresente um epitopo e as sequéncias imunogénicas hombdlogas
daquelas) fundidas com uma outra sequéncia.

Também se descreve aqui um método para conferir a um
organismo resisténcia aos antibidticos, o gual consiste em
introduzir uma bomba de efluxo de multifdrmacos, de acordo
com a presente invencdo, no referido organismo. Deste modo,
de acordo com um dos seus aspectos, a presente invencédo
prevé a manipulacdo de um organismo n&o humano, diferente

de Burkholderia cepacia em qgque tenha sido introduzida uma
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bomba de efluxo de multifédrmacos, de acordo com a presente
invencé&o.

Também se descreve aqui um suporte de informacéo,
compreendendo a sequéncia de uma molécula correspondente as
seleccionadas entre SEQ ID NOs 1-4,7-22. O suporte de
informacdo pode ser um suporte de dados legiveis por uma
maquina, por exemplo, um disco de computador ou CD.

Também se descreve aqui um método para analisar uma
sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs 1-4,7-22,
compreendendo o referido método um ou varios dos passos
seguintes: determinar o grau de identidade de homologia
sequencial da referida sequéncia com uma outra sequéncia,
determinar a estrutura secunddria da sequéncia, determinar
o) peso molecular da estrutura e determinar as
caracteristicas imunoldégicas e quimicas da sequéncia. Entre
0s métodos para analisar as sequéncias de acidos nucleicos
e de proteinas da presente invencdo refere-se o0s que s&o
conhecidos na especialidade, por exemplo, conforme descrito
em: Lesk, A. M. (ed.), 1988 (supra); Griffin, A. M. &
Griffin, H. G. (eds), 1994 (supra); von Heinje, G., 1987
(supra); e Gribskov, M. & Devereaux, J. (eds), 1991
(supra) .

Também ¢é aqui referenciada uma base de dados que
incorpora as sequéncias seleccionadas entre SEQ ID NOs 1-
4,7-22 e um sistema informatico para analisar qualquer uma
das sequéncias seleccionadas entre SEQ ID NOs 1-4,7-22.

A invencdo sera melhor compreendida a partir da
descricdo subsequente que ilustra, a titulo de exemplo,

apenas uma forma de bomba de efluxo de multifarmacos.
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAIS E METODOS

Estirpes bacterianas provenientes de plasmideos

A estirpe B. cepacia J2315 Edinburgh foi obtida num
doente com fibrose cistica. Os soros foram obtidos a partir
de doentes infectados com fibrose cistica, com cultura de
saliva repetida positiva para B. cepacia. Para se confirmar
a ildentidade, efectuou-se a identificacdo da cultura

microbiana e a identificacdo bioquimica.

Isolamento do ADN e preparacdo da biblioteca lambda ZAPII

Isolou-se ADN e restringiu-se de acordo com Goldbang,
N. et al. (1996, J. Clin. Pathol., 49: 861-863) para se
obter uma digestdo parcial com a enzima Sau3a. Preparou-se
uma biblioteca lambda ZAPII com uma insercdo de 3-5 kb, de
acordo com o0s protocolos de Clontech Laboratories 1Inc.,

Cambridge. Inglaterra.

Pesquisa de anticorpos

Foram retirados soros de um doente com infeccédo
peitoral provocada por B. cepacia e foram utilizados para a
pesquisa de anticorpos. Foram utilizadas células XL1-Blue
de Escherichia coli que foram infectadas com o fago lambda
ZAPII sobre &gar de caldo L (triptona (bacto) 10 g/L,
extracto de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L, maltose 2 g/L,
dgar (bacto) 15 g/L) a razdo de 3000 ufp/placa de 85 mm.
Manteve-se tudo isto a incubar a 42°C durante 3 horas.
Efectuou-se a transferéncia das placas para filtros de

nitrocelulose (dimensdo dos poros igual a 0,45 pm;



20

Sartorius AG, Goettingen, Alemanha), impregnados com
isopropil-P-D-tiogalactopiranosido 10 mM (IPTG) a 37°C
durante 2 horas. Estes filtros foram blogueados de um dia
para o outro a 4°C com albumina do soro de bovino (BSA;
Sigma) a 3% em soluto salino tamponado (NaCl 150 mM, Tris
10 mM). Diluiu-se o soro 100 vezes em BSA a 3% e
acrescentou-se aos filtros e manteve-se tudo a incubar a
temperatura ambiente durante 2 horas, tendo os filtros sido
lavados durante 30 minutos em solucdo de lavagem (NaCl 150
mM, Tween 20 entre 0 e 0,5%), antes de se ter acrescentado
o segundo anticorpo, anti-IgG humana conjugada com
fosfatase alcalina (Sigma) diluida 1000 vezes em BSA a 3%.
Decorrida 1 hora a temperatura ambiente, efectuou-se nova
lavagem dos filtros e contrastou-se com volumes iguais de
fosfato de naftol ASMX (0,4 mg/mL em &gua destilada; Sigma)
e com o sal 'Fast Red TR' (6 mg/L em Tris 0,2 M a pH 8,2;
Sigma) (o corante 'Fast Red'). Efectuou-se a transferéncia
das placas positivas para tubos de 1,5 mL contendo 200 nL
de SM (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HC1l, pH 7,5, 10 mM MgSQ,,
gelatina a 0,001%) e duas a trés gotas de clorofdrmio.
Realizou-se a purificacédo da placa repetindo o procedimento
anterior. Isto levou a identificacdo de uma placa positiva
que foi subsequentemente sequenciada, tendo isto produzido
um bloco de leitura ininterrupta que comeca no aminoacido
46 e continua até a extremidade carboxi da proteina.

A pesquisa da base de dados revelou que isto nédo era
uma sequéncia completa, pelo que foi necessédrio fazer nova
clonagem para se identificar todos o©os aminoacidos da
extremidade da molécula. Para o efeito, preparou-se uma
sonda marcada com digoxigenina, recorrendo a reacgcdo em

cadeia com polimerase, para dque a biblioteca pudesse,
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assim, voltar a ser pesquisada. Os iniciadores para isto
foram EMRC (SEQ ID NO: 4) para a extremidade amino e EMRN

(SEQ ID NO: 3) para a extremidade carboxi.

Sintese da sonda marcada com digoxigenina, por meio da
reacgdo em cadeia com polimerase (PCR)

Para a PCR utilizou-se aliquotas de 2 upL de ADN
plasmidico de pMKC purificado, num volume de reaccdo final
igual a 100 pL em 100 mM Tris-HCl1 (pH 8,8) 50 mM KC1, 1,5
mM MgCl, (Perkin Elmer) contendo 100 pmol/pL de cada um dos
iniciadores EMRC e EMRN (ver o quadro 1), 200 pM de cada um
dos dNTP marcados com digoxigenina-l-uridina-5'-fosfato
(Boehringer Mannheim) e 5U de polimerase do ADN de Tag
(Perkin Elmer). Submeteu-se a mistura de reaccdo a uma
desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 minutos e efectuou-se
a PCR num amplificador de ADN de modelo 'GeneAmp 9600’
(Roche Diagnostic Systems), do modo seguinte: 94°C durante
1 minuto, 55°C durante 30 segundos e 72°C durante 1 minuto.
Depois de completados 30 ciclos, manteve-se a reaccdo a
72°C durante 7 minutos e a seguir arrefeceu-se para 4°C.
Foram também incluidos tubos de ensaio de contraprova que
ndo continham nenhuma matriz de ADN.

Efectuou-se a resolucdo dos produtos amplificados,
recorrendo a electroforese em 100 mL de gel de agarose a
1,0% (p/v) em tampdo 1 X Tris-acetato (TAE) contendo brometo
de etidio na concentracdo de 0,5 nug/mL. Foram incluidos
marcadores moleculares (o ADN digerido com EcoRI/HindIII, de
Goldbang, N. et al., 1996, supra), tendo a resolucdo dos
produtos da PCR sido feita por electroforese a 80 V durante

1 hora.
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Meios e reagentes

Caldo NZY (por 1litro):

Acrescentou-se 5 g de NaCl, 2 g de MgSO4.7H;0, 5 g de
extracto de levedura e 10 g de amina NZ (hidrolisado de
caseina) a agua desionizada, até se obter o volume final de
1 litro. Ajustou-se o valor do pH para 7,5 com NaOH e
esterilizou-se em autoclave a pressdo de 15 libras/polegada

quadrada, durante 15 minutos.

Agar NZY (por litro:

Acrescentou-se 5 g de NaCl, 2 g de MgSO4.7H;0, 5 g de
extracto de levedura, 10 g de amina NZ (hidrolisado de
caseina) e 15 g de &gar a agua desionizada, até se obter o
volume final de 1 litro. Ajustou-se o valor do pH para 7,5
com NaOH e esterilizou-se em autoclave a pressdo de 15
libras/polegada quadrada, durante 15 minutos. Deixou-se o©

agar arrefecer e depois verteu-se em pratos de Petri.

Agar superior NYZ (por litro):

A 1 litro de caldo NZY a 0,7% (p/v) acrescentou-se
agarose e esterilizou-se em autoclave a pressdo de 15
libras/polegada quadrada, durante 15 minutos. Antes de se
utilizar, fundiu-se o &gar superior e deixou-se arrefecer

para 48°C.

Agar de LB-canamicina (por litro):

Acrescentou-se 10 g de NaCl, 10 g de triptona, 5 g de
extracto de levedura e 20 g de adgar a &gua desionizada até
se obter um volume final igual a 1 litro. Ajustou-se o
valor do pH para 7,5 com NaOH e esterilizou-se em autoclave

a pressdo de 15 1libras/polegada quadrada, durante 15
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minutos. Deixou-se o &gar arrefecer para 55°C antes da
adicdo de 50 mg de canamicina esterilizada por filtracdo e

depois verteu-se em pratos de Petri.

20 X SSC (por 1itro):

Dissolveu-se 175,3 g de NaCl e 88,2 g de citrato de
s6édio em 800 mL de &gua desionizada. Ajustou-se o valor do
PH para 7,0 utilizando NaOH e completou-se o volume até 1
litro com &gua desionizada e depois esterilizou-se em
autoclave a pressdo de 15 libras/polegada quadrada, durante

15 minutos.

Tampdo 50 X Tris-acetato (por litro):

Acrescentou-se 242 g de base Tris a 57,1 mL de &cido
acético glacial e 100 mL de EDTA 0,5 M (pH 8,0) e
completou-se a parte restante do volume, até 1 litro, com
agua desionizada e depois esterilizou-se em autoclave a

pressdo de 15 libras/polegada quadrada, durante 15 minutos.

Acetato de sédio-pH 5,2:

Dissolveu-se 4,08 g de NaCyH3;0.3H,O em 8 mL de agua
destilada e ajustou-se o wvalor do pH para 5,2 com &cido
acético diluido, ajustou-se o volume para 10 mL e
esterilizou-se a solucdo em autoclave a pressdo de 15

libras/polegada quadrada, durante 15 minutos.

Pesquisa da biblioteca gendmica de B. cepacia

Preparacdo das culturas para aplicacdo em placas
Utilizou-se caldo de amina NZ e de extracto de
levedura (NZY), enriquecido com 0,2% (p/v) de maltose e

MgSOs 10 mM, que foi inoculado com uma Unica coldénia de
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XL1-Blue MRF de E. coli que ficou a acrescer de um dia para
o outro a 37°C. Colheu-se a cultura bacteriana por
centrifugacdo a 4500 x G durante 15 minutos e recolocou-se
o granulado em suspensdo em MgSO, 10 mM, arrefecido com
gelo, até se obter uma densidade o6ptica (DO) (a 600 nm)
igual a 0,5. Acrescentou-se 200 pL da cultura bacteriana,
recolocada em suspensdo, a uma biblioteca de bacteribdéfagos
diluidos & razdo de 107° e manteve-se tudo a incubar a 37°C
durante 15 minutos. Acrescentou-se 3 mL de &gar superior
NZY (48°C), verteu-se as células infectadas sobre uma placa
de agar NZY e manteve-se tudo a incubar de um dia para o

outro a 37°C.

Sobreposicdo de membranas de Nylon

Cada placa de agar, contendo culturas, foi sobreposta
com uma membrana de nylon durante 2 minutos. Desnaturou-se
a membrana em NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M durante 2 minutos e
depois neutralizou-se em NaCl 1,5 M, Tris-HC1 0,5 M (pH
8,0) durante 5 minutos, antes de se enxaguar rapidamente em
solucdo tampdo de soluto salino de citrato de sdédio (SSC)
diluido duas vezes, contendo 0,2 M de Tris-HCl (pH 7,5).
Colocou-se a membrana sobre papel 3MM da Whatman (RTM) para
uma absorcdo rapida, tendo o ADN sido reticulado com a
membrana, utilizando o aparelho de reticulacdo por UV
'Stratalinker' (RTM) regulado para uma energia de UV igual a
120000 nJd durante 30 segundos. As placas de &gar da

transferéncia foram guardadas a 4°C.

Hibridacdo das membranas de nylon
As membranas de nylon foram pré-hibridadas a 68°C em

tampdo de hibridacdo (5 x SSC, reagente de blogqueio a 1%
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(p/v) (acrescentado a partir da solucdo de bloqueio a 10% e
esterilizada), N-lauroil-sarcosina a 0,1% (p/v) e dodecil-
sulfato de sdédio a 0,02% (p/v) (SDS)). Decorridas 2 horas,
substituiu-se o tampdo de hibridacdo por tampdo de
hibridacéo recente, contendo a sonda marcada com
digoxigenina com uma concentracdo final de 500 ng/mL, e
manteve-se tudo a incubar de um dia para o outro a 68°C.
Efectuou-se a lavagem dos filtros duas vezes (2x) durante 5
minutos em 2xSSC e SDS a 0,1% a temperatura ambiente e
depois 2 x durante 15 minutos em 0,1 x SSC e SDS a 0,1% a

68°C.

Deteccdo imunoldgica

Os clones positivos foram identificados wusando o
estojo de deteccdo de ADN 'DIG (Boehringer Mannheim).
Lavou-se a membrana sumariamente com tampdo de lavagem
(4cido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M (pH 7.5)) contendo 0,3%
(p/v) de Tween 20, antes da incubacdo durante 30 minutos em
100 mL de solucdo de bloqueio (4&cido maleico 0,1 M, NaCl
0,15 M (pH 7,5) contendo reagente de Dbloqueio até uma
concentracdo final de 1% (p/v)). Transferiu-se a membrana
para um conjugado de anti-digoxigenina-AP na concentracédo
de 150 mU/mL em 20 mL de solucdo de bloqueio e manteve-se
tudo a incubar durante 30 minutos. Efectuou-se a remocdo de
todo o anticorpo-conjugado desligado por lavagem 2x durante
15 minutos em 100 mL de tampdo de lavagem (dcido maleico
0,1 M, NaCl 0,15 M (pH 7,5)). Fez-se o equilibrio da
membrana durante 2 minutos em tampdo contendo 100 mM Tris-
HC1, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl, (pH 9,5), antes da incubacé&o
com 10 mL de uma solucdo de substrato corante (200 uL de

solucdo de reserva de NBT/NCIP (Boehringer Mannheim) e
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passando para 10 mL de uma solucdo de 100 mM Tris-HC1l, 100
mM NaCl, 50 mM MgCl, (pH 9,5), ao abrigo da luz. Apds a
incubacdo de um dia para o outro, interrompeu-se a reacgao
lavando a membrana em 50 mL de tampdo contendo 100 mM Tris-
HC1l, 1 mM EDTA (pH 8,0). Todos os passos, com excepcdo da
reaccdo de cor, foram efectuados sob agitacdo. Os isolados
positivos foram objecto de nova purificacdo por pesquisa

secundédria e terciéaria.

Excisdo clonal singular do vector 'ZAP Express’':

(i) Preparacdo do vector fagomideo pBK-CMV excisado

Foram desenvolvidas a 37°C culturas independentes, de um
dia para o outro, de XL1-Blue MRF de E. coli, enriquecidas com
0,2% (p/v) de maltose e de XLOLR de E. coli em caldo NZY. As
culturas bacterianas foram colhidas por centrifugacdo a 4500 x
g durante 15 minutos e foram recolocadas em suspensdo em MgSOq
10 mM até se obter um wvalor de DO (600 nm) igual a 1,0.
Introduziu-se num tubo de polipropileno 'Falcon 2059' os
materiais seguintes: 200 pL de XL1-Blue MRFE de E. coli com um
valor de DO (600 nm) igual a 1,0, 250 ulL da reserva de fagos
(mais de 1 x 10° particulas de fagos) e 1 pL de fago auxiliar
'ExAssist' (mais de 1 x 10° ufp/mL) e manteve-se tudo a incubar
a 37°C durante 15 minutos. Acrescentou-se 3 mL de caldo NZY e
manteve-se a mistura de reaccdo a incubar a 37°C durante 3
horas, com agitacdo. Aqueceu-se a mistura de reaccdo a 65-70°C
durante 20 minutos, seguindo-se a centrifugacdo a 4500 x g
durante 15 minutos. Decantou-se o sobrenadante (que continha o
vector fagomideo pBK-CMV excisado, acondicionado sob a forma
de particulas filamentosas de fagos) num tubo novo de

polipropileno 'Falcon 2059 e guardou-se a 4°C.
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(ii) Aplicacdo dos vectores fagomideos excisados em placas
Acrescentou-se 200 pL de células XLOLR, recentemente
desenvolvidas, com um valor DO (600 nm) igual a 1,0, a 10
pL e a 100 pL do sobrenadante dos fagos e manteve-se tudo a
incubar a 37°C, durante 15 minutos. Acrescentou-se 300 nL
de caldo NZY e manteve-se a mistura de reaccdo a incubar
durante mais 45 minutos. Fez-se uma aplicacdo de 200 pL da
mistura de células de cada reaccdo sobre placas de agar com
LB-canamicina (50 pg/mL) e manteve-se tudo a incubar de um
dia para o outro a 37°C. Guardou-se as placas a 4°C e foram
preparadas e guardadas a -80°C reservas em glicerol de uma

tnica coldénia purificada.

(i1i1) Purificacdo do ADN com '"Wizard (RTM) Plus SV
Midiprep'

Purificou-se o ADN plasmidico, contendo a insercdo de
ADN, utilizando o estojo de purificacdo de ADN Wizard (RTM)
Plus SV Midprep'. Inoculou-se 50 mL de caldo NZY, enriquecido
com ampicilina na concentracdo de 100 pg/mL, com uma unica
coldénia de E. coli (contendo o plasmideo pBK-CMV e a
insercdo) e deixou-se crescer de um dia para o outro a 37°C.
Efectuou-se a colheita da cultura bacteriana por
centrifugacdo a 4500 x g, durante 15 minutos, e com a massa
obtida preparou-se nova suspensdo em 3 mL de solucdo de
refazer a suspensdo celular Wizard (RTM) Plus SV Midiprep'.
Realizou-se a citdlise por adicdo de 3 mL de solucdo de
citdlise Mizard (RTM) Plus SV Midiprep'. Deixou-se o lisado
sobre gelo durante 30 minutos, antes de se agitar
vigorosamente, e depois centrifugou-se a 14000 x g durante 30

minutos a 4°C. Acrescentou-se o lisado limpido a 10 mL de
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resina de refazer a suspensdo Wizard (RTM) Plus SV Midiprep' a
30°C e transferiu-se para uma ‘Midicolumn' carregada com
Wizard (RTM) Plus SV Midiprep'. Aplicou-se uma pressdo
hipobadrica para injectar a resina/ADN na Midicolumn' e lavou-
se a coluna 2 x em 15 mL de solucdo de lavagem de coluna
Wizard (RTM) Plus SV Midiprep' e secou-se durante 30 segundos.
Transferiu-se a coluna média para um dispositivo de Eppendorf
de 1,5 mL e centrifugou-se a 10000 b g numa
microcentrifugadora, durante 2 minutos, para se remover todos
os residuos de solucdo de lavagem da coluna. Efectuou-se a
eluicdo do ADN plasmidico com 300 pL de &gua isenta de
nucleases, a 65-70°C, por centrifugacdo a 10000 x g, durante
20 segundos. Todas as particulas finas de resina foram
removidas por centrifugacdo a 10000 x g, durante 5 minutos.
Calculou-se a concentracdo do ADN por meio de 'Gene Quant'
(Pharmacia Biotech) e confirmou-se a pureza por electroforese
feita sobre um gel de agarose a 1% (p/v) em 1 x TEA contrastado

com brometo de etidio na concentracdo de 0,5 pg/mL.

Sequenciacdo do ADN em ABI

Acrescentou-se a insercdo e ADN plasmidico, a razdo de
50 ng/kb, num volume final de reaccdo de 10 pL, a 1,6 pmol
de iniciador adequado (ver o Quadro 1) e também 4 ulL da
mistura de extincdo do corante ©principal d-rodamina
(Applied Biotechnologies). Submeteu-se a mistura de reaccgédo
a uma desnaturacdo inicial a 96°C durante 4 minutos e
depois amplificou-se parcialmente com um amplificador de
ADN de modelo 'GeneAmp 9600' (Roche Diagnostic Systems), do
modo seguinte: 96°C durante 30 segundos, 50°C durante 15
segundos e 60°C durante 4 minutos. Depois de completados 25

ciclos, ajustou-se o volume da mistura de reaccdo para 100
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pL com &gua isenta de nucleases. Fez-se precipitar o ADN
por adicdo de 2,5 volumes de etanol a 95% arrefecido com
gelo e 3 pL de acetato de sédio (pH 5,2) e manteve-se a
incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Centrifugou-se a mistura de reaccdo a 18000 x g durante 15
minutos, removeu-se O sobrenadante e acrescentou-se a massa
de ADN etanol a 70% arrefecido com gelo e manteve-se a
incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Centrifugou-se a mistura de reaccdo a 18000 x g durante 15
minutos, removeu-se o0 sobrenadante e secou-se a massa
obtida por exposicdo ao ar. Efectuou-se a sequenciacdo do

ADN num equipamento 'ABI 377 Prism'.

Cartografia epitdépica da proteina BcrA

Efectuou-se a sintese de um conjunto de nonapeptidos
sobreponiveis que cobriam a sequéncia derivada de
aminoadcidos da proteina BcrA (SEQ ID NO: 2) sobre pinos de
polietileno com reagentes retirados de um estojo de
pesquisa de epitopos (Cambridge Research Biochemicals.
Cambridge, UK), conforme descrito por Geysen et al. (1987,
Journal of Immunological Methods, 102: 259-274) . Os
péptidos foram utilizados entdo como base para um protocolo
de ELISA (ensaio imunossorvente ligado a enzimas) para a
deteccdo de anticorpos especificos nos soros retirados de
doentes gque padeciam de fibrose cistica e infectados com B.
cepacia. Os valores de absorvédncia resultantes do protocolo
de ELISA serviram para determinar se o0s epitopos estavam

localizados.
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Geracdo de programas de pesquisa

Efectuou-se a introducdo dos 518 residuos aminodcidos
da proteina BcrA de B. cepacia (SEQ ID NO: 2) no programa
informdtico 'Chiron Developement' (Chiron Technologies). A
partir destas sequéncias, foram gerados programas de
sintese que permitiram representar a proteina BcrA sob a
forma de um conjunto de péptidos sobreponiveis sequenciais,
cada um deles com um comprimento de 9 aminodcidos. Cada
péptido diferia do anterior apenas por um Unico aminoacido:
isto &, o péptido um era constituido pelos aminodcidos 1 a
9; o péptido dois era constituido pelos aminoacidos 2 a 10,
etc.. Isto continuou até ter sido abrangido todo o

comprimento do gene BcrA.

Sintese de péptidos

Os péptidos foram sintetizados sobre pinos de
polietileno dispostos segundo um formato convencional de
microtitulacdo. A sintese dos péptidos foi realizada de
acordo com a metodologia explicitada no manual de sintese

de péptidos ndo clivaveis da 'Chiron Technologies'.

Aminodcidos

Os aminodcidos utilizados foram ésteres activados gue
tinham os seus grupos amino protegidos com o grupo 9-
fluorenil-metoxi-carbonil (Fmoc) (Sigma, Calbiochem). Os
péptidos foram sintetizados a razdo de um aminodcido por

pino, por dia.

Desproteccdo Fmoc e lavagem
A remocdo do grupo de proteccdo Fmoc foi realizada do

modo a seguir descrito. Os blocos de pinos de polipropileno
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foram mergulhados num banho que continha piperidina a 20%
em dimetilformamida (DMF) (BDH Chemicals Ltd.) durante 20
minutos a temperatura ambiente. Efectuou-se a remocdo dos
blocos que foram depois lavados num banho de DMEF durante 2
minutos. Efectuou-se a remocdo do excesso de DMEF e
mergulhou-se os pinos num banho de metanol (BDH Chemicals
Ltd.) durante 2 minutos. Repetiu-se este passo de lavagem
trés vezes, utilizando de cada vez um banho renovado de
metanol. Deixou-se o0s blocos a secar ao ar numa camara de

ventilacdo de fumos, isenta de &cidos, durante 30 minutos.

Preparacdo dos aminodcidos para acoplamento

Efectuou-se a pesagem dos aminoacidos para se obter
uma concentracdo final de 100 mM e dissolveu-se tudo num
volume de 1-hidroxi-benzotriazol (HOBT) (Sigma Chemicals

Co.) em DMF, conforme especificado pelo programa.

Reacgdo de acoplamento

Efectuou-se uma aplicacdo de 100 pL de ésteres de
aminoadcidos com proteccdo Fmoc em cavidades de placas de
microtitulacdo de polipropileno, conforme especificado no
programa. Os blocos de pinos desprotegidos foram colocados
dentro das cavidades, fechados estanquemente num saco de
pléstico limpo e ficaram de um dia para o outro a

temperatura ambiente.

Processamento dos blocos apds o acoplamento

Os blocos dos pinos foram removidos das solucdes de
aminoacidos e foram colocados num banho de metanol durante
5 minutos a temperatura ambiente, com agitacdo. Depois de

terem ficado a secar ao ar durante 2 minutos, os blocos
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foram colocados num banho de DMF durante 5 minutos. Os
passos de desproteccdo, lavagem, acoplamento e lavagem
prosseguiram até todos os aminoacidos estarem acoplados e

todos os péptidos sintetizados sobre os pinos.

Desproteccdo da cadeia lateral

Todos os grupos de proteccdo que serviam para proteger
as funcbdes das cadeias laterais foram removidos colocando
0s blocos de pinos numa mistura de acido trifluoroacético,
anisol e etanoditiol (Sigma Chemicals Co.) (19:1:1 v/v)
durante 3 horas a temperatura ambiente. Os blocos foram
entdo totalmente imersos em metanol durante 10 minutos e a
seguir embebidos em 4&acido acético glacial a 0,5% (BDH
Chemicals Ltd.) numa mistura de metanol/&dgua (1:1 v/v)
durante 1 hora. Os blocos foram mergulhados mais duas vezes
em banhos de metanol durante 2 minutos e depois ficaram a
secar ao ar de um dia para o outro numa camara de

ventilacdo de fumos, isenta de &cidos.

Colheita de soros de doentes com fibrose cistica (FC)
Efectuou-se a colheita de um total de 17 soros, um de
cada um dos 17 doentes com FC, tendo isso sido efectuado na
unidade de fibrose «cistica do Hospital de Wythenshawe,
Manchester, Reino Unido. 0Os soros do grupo 1 (n=5) foram
colhidos a partir de doentes com FC infectados com
Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cepacia, os soros do
grupo 2 (n=4) foram colhidos a partir de doentes com FC
infectados com P. aeruginosa, 0S8 soros do grupo 3 (n=2)
foram colhidos a partir de doentes com FC, sem nenhuma
indicacdo de infeccdo, quer com P. aeruginosa quer com B.

cepacia, 0s soros do grupo 4A (n=4) foram colhidos a partir
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de doentes com FC infectados com B. cepacia, mas dque se
encontravam bem de satde, e os soros do grupo 4B (n=2) foram
colhidos a partir de doentes com FC infectados com B.
cepacia, mas que nido estavam bem de sautde e se encontravam

hospitalizados.

Protocolo de ELISA

Passo de bloqueamento: fez-se uma aplicacdo de 150 pL de
albumina de soro de bovino a 3% (BSA), (Sigma Chemicals Co.),
em soluto salino tamponado com fosfato (PBS), em cada
cavidade de uma placa de microtitulacdo de modelo 'Falcon
3912'. Os blocos de pinos foram colocados dentro das cavidades
e ai ficaram durante 1 hora a temperatura ambiente, sobre uma
plataforma oscilante e rotativa a 100 r.p.m..

Adicdo do soro experimental: fez-se uma aplicacdo de
150 pL de soro experimental, diluido a razé&do de 1 para 500
em BSA a 3% em PBS, em placas de microtitulacdo. Os pinos
foram colocados dentro das cavidades e ficaram a incubar de
um dia para o outro a 4°C.

Passo de lavagem: a seguir a incubacdo, os pinos foram
lavados 4 x durante 10 minutos num banho de PBS 0,01 M (pH
7,2). Entre lavagens, os pinos foram agitados e enxugados
por absorcdo para remocdo do excesso de solucdo de lavagem.

Adicdo de imunoglobulina G (IgG): apds a lavagem, OS
pinos foram colocados em placas de microtitulagdo contendo
100 pL de mistura de peroxidase de rédbano com anti-
imunoglobulina G humana conjugada na cabra (IgG) (Sigma
Chemical Co.), diluida a razdo de 1 para 2000 em BSA a 3%
em PBS. Manteve-se o0s pinos a incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente numa plataforma oscilante e rotativa a

100 r.p.m..
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Passo de lavagem: antes da reaccdo do substrato,
efectuou-se a lavagem dos pinos 4 x durante 10 minutos em
banho PBS 0,01 M (pH 7,2). Entre lavagens, os pinos foram
agitados e enxugados por absorcdo para remocdo do excesso
de solucdo de lavagem.

Reaccdo do substrato: dissolveu-se 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma Chemical
Co.) a razdo de 0,5 mg/mL em 100 mL de tampdo citrato (pH
4,0). A este tampdo acrescentou-se perdxido de hidrogénio a
0,01% (v/v) (Sigma Chemical Co.). Efectuou-se uma aplicacdo
de 150 pL em placas de microtitulacdo. Os pinos foram
colocados dentro das cavidades e ai ©permaneceram a
temperatura ambiente durante 30 minutos sobre uma
plataforma oscilante e giratdéria a 100 r.p.m.. A remocéado
dos pinos para fora das cavidades interrompeu a reaccéo.
Efectuou-se a leitura das ©placas de microtitulacéo
utilizando um leitor de microplacas 'Titertek Multiskan®

Plus', para um comprimento de onda de 405 nm.

Remocdo do anticorpos para fora dos pinos

Removeu-se para fora dos pinos, por tratamento com ultra-
sons, o0s anticorpos ligados, num banho de ultra-sons 'Decon
(Decon Laboratories) contendo uma solucdo de PBS 0,01 M / SDS
a l% (p/v) e 0,1% (p/v) de ureia (Sigma Chemical Co.), durante
20 minutos a 60°C. A segulr ao tratamento com ultra-sons
efectuou-se a lavagem dos pinos 2 x durante 30 segundos em
dgua aquecida a 60°C, seguindo-se uma outra lavagem em &gua
(60°C) durante 1 hora. Os pinos foram colocados num banho
contendo metanol em ebulicdo durante 30 segundos e depois

ficaram a secar ao ar durante um periodo minimo de 30
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minutos. Depois disto, 0s pinos estavam prontos para o teste

do soro seguinte.

Recolha dos dados de absorvancia

Depois de todos os soros terem sido testados, foram
reunidos todos os valores de absorvancia a 405 nm para cada
péptido e fez-se a determinacdo da sequéncia de aminoacidos
dos epitopos. Os epitopos foram determinados por anédlise
dos valores do grupo 3 e do grupo 4 e em comparacdo com OS
outros grupos. Os péptidos foram definidos sob a forma de
uma sucessido peptidica (de 3 ou mais residuos aminoacidos)
com diferencas de valores de absorvancia entre o grupo 4A e
o grupo 3 superiores a 0,8.

Os resultados na cartografia de epitopos (Quadro 3)
identificaram sete epitopos apresentados pela proteina, com
as SEQ ID NOs: 11-17. Outros quatro epitopos putativos
apresentados pela proteina tinham as SEQ ID NOs: 7-10.

Preparacdo da biblioteca que apresenta anticorpos de fagos

e sclkv

Produziu-se a biblioteca que apresenta anticorpos de
fagos e scFv foram produzidas essencialmente conforme 3ja
descrito antes (Burnie et al., 2000, Infection & Immunity
68: 3200-3209, obra que aqui se considera incorporada por
referéncia). Dito de forma abreviada, preparou-se ARNm a
partir de 20 mL de sangue periférico de um doente, por
separacdo dos 1linfécitos sobre 'Ficoll', seguindo-se a
extracgcdo com tiocianato de guanidinio e a purificacdo de
um oligo(dT) em coluna de celulose (Quick Prep mRNA;
Pharmacia, St Albans, Reino Unido). A sintese do ADNc da

primeira cadeia foi realizada com um iniciador de regiédo
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constante para a totalidade das quatro subclasses das
cadeias pesadas da IgG humana (HulgGl a 4), utilizando
transcriptase inversa do virus da mieloblastose das aves
(HT Biotechnology, Cambridge, Reino Unido). Os genes do
dominio variavel da cadeia pesada foram amplificados por
meio de operacdes de PCR primdrias com iniciadores directos
(HudJH1 1 a 6) e inversos (HuVH1 la a 6a) de base familiar
(todas as sequéncias de iniciadores de IgG supramencionadas
estdo explicitadas na obra de Marks, J. D. et al., 1991. J.
Mol. Biol. 222: 581-597, gue aqui se considera incorporada
por referéncia). Introduziu-se um local de restricdo Sfil a
montante do produto retrogerado VH3a, antes da montagem com
um agregado diversificado de genes do dominio variavel da
cadeia leve. Estes também introduziram um fragmento ligador
(Gli, Sers) e um local Notl a jusante. Gracas a utilizacédo
dos locais das enzimas de restricdo, designados por Sfil e
Notl, o produto foi clonado unidireccionalmente num vector
fagomideo. O vector ligado foi introduzido em E. coliTGl
por electroporacdo, tendo os fagos sido recuperados com O

fago auxiliar M13KO07 (Pharmacia).

Péptidos para exploracdo

Para enriquecer o scFv, especifico do antigénio,
pesquisou-se a biblioteca de fagos em presenca de péptidos
decapentaméricos (15-meros) que representam qguatro dos
epitopos delineados por cartografia de epitopos: Péptido 1:
ATISFGFMAFFGSVV (SEQ ID NO: 18) que incorpora o epitopo 2
(SEQ ID NO: 12) e o epitopo 3 (SEQ ID NO: 13); Péptido 2:
SVVIFPLWQTVMGYT (SEQ ID NO: 19), gque incorpora o epitopo 4
(SEQ ID NO: 14); e Péptido 3: HRLDRMVASFAFHR (SEQ ID NO:
20) que incorpora o epitopo 5 (SEQ ID NO: 115). A pesquisa
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foi efectuada em imunotubos recobertos com o péptido (10
ng/mL) ou com o transportador purificado (1 mg/mL) .

Os fagos ligados foram objecto de eluicdo com E. coli
TGl em fase logaritmica. Apds a recuperacdo com MI13K07, os
fagos foram novamente pesquisados em presenca dos péptidos
durante mais trés vezes. Recorreu-se a caracteristica
exclusiva do ADN de BstNl (New England Biolabs, Hitchen,
Reino Unido) para confirmar o enriquecimento do scFv

especifico, apds ensaios sucessivos de prospeccéo.

Clonagem do bcrA em pBAD-TOPO

Antes de terem sido realizados 0s testes de
sensibilidade aos antibidéticos, efectuou-se a clonagem do
gene bcrA, utilizando pBAD-TOPO (Invitrogen) em TOP10 E.

coli.

Amplificacdo inicial

Realizou-se a amplificacéao do gene bcrA num
amplificador de ADN de modelo 'GeneAmp 9600' (Roche
Diagnostic Systems) com misturas de PCR contendo 1 uL de
ADN plasmidico de BcrA purificado (aproximadamente 1 ug de
ADN) com um volume de reaccdo final igual a 25 pL em 10 mM
Tris-HC1 (pH 8,8), 50 mM KC1, 1,5 mM MgCl, e contendo 200
pM de cada desoxinucledbsido-trifosfato, 25 pmol/plL tanto
para o iniciador directo de BcrA (5 CGA CGT CGC GGT GCC
GAC GAT - SEQ ID NO: 21) como para o iniciador inverso de
BcrA (5" ATG CCC CAT CGC CGG CCC CGC - SEQ ID NO: 22) e 5 U
de polimerase do ADN de Tag (Boehringer Mannheim). As
condicdes de amplificacdo do ADN corresponderam a uma
desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C, seguindo-se 30

ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto a
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72°C. Apbs a amplificacdo, as amostras ficaram a incubar a
72°C e depois ficaram em repouso a 4°C. A resolucdo dos
produtos amplificados foi feita por electroforese em gel de
agarose a 1% em tampdo Tris-acetato, contendo brometo de
etidio na concentracdo de 0,5 pg/mL. A banda foi cortada e
retirada do gel e fundida por aquecimento a 65°C durante 10

minutos.

Clonagem de bcrA em pBAD-TOPO e transformacdo em TOPI10 E.
coli

Acrescentou-se 3 pL de produto de PCR recente a 1 plL
do vector BAD-TOPO num volume de reaccgdo final igual a 5 pL
e manteve-se tudo a incubar a temperatura ambiente durante
5 minutos. Acrescentou-se 2 ulL do produto da reaccdo de
clonagem pBAD-TOPO a um frasco de 'One Shot Chemically
Competent TOP10 E. coli' e manteve-se tudo a incubar
durante 30 minutos. As células foram depois submetidas a um
choque térmico a 42°C antes da incubacdo sobre gelo durante
2 minutos. Apds a adicdo de 250 pL de meio SOC, as células
ficaram a incubar horizontalmente a 37°C durante 1 hora. O
material resultante da transformacdo foi espalhado sobre
uma placa contendo ampicilina LB previamente aquecida (100
ng/mL) e ficou tudo a incubar de um dia para o outro a

37°cC.

Andlise dos clones positivos

Efectuou-se a anédlise dos clones positivos por PCR. A
amplificacdo foi efectuada num amplificador de ADN de
modelo 'GeneAmp 9600' (Roche Diagnostic Systems) com
misturas de PCR contendo 1 pL de ADN plasmidico purificado,

extraido dos clones positivos, utilizando o protocolo de
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'Qiagen Mini Prep' (Qiagen) com um volume de reaccdo final
igual a 25 pL em 10 mM Tris-HC1l (pH 8,8), 50 mM KC1, 1,5 mM
MgCl,, contendo 200 uM de cada desoxinucleésido-trifosfato,
25 pmol/pL quer do iniciador directo interno quer do
iniciador inverso vectorial e 5 U de polimerase do ADN de
Tag (Boehringer Mannheim). As condicdes de amplificacédo do
ADN corresponderam a uma desnaturacdo inicial de 5 minutos
a 94°C, seguindo-se 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto
a 50°C e 1 minuto a 72°C. Apbdés a amplificacdo, manteve-se
as amostras a incubar a 72° e depois ficaram em repouso a
4°C. A resolucdo dos produtos amplificados foi feita por
electroforese em gel de agarose a 1% em tampdo Tris-acetato,
contendo brometo de etidio na concentracdo de 0,5 npg/mL.

Foram feitas reservas de clones positivos em glicerol.

Expressdo do produto de PCR

Para cada transformante inoculou-se em 2 mL de LB,
contendo ampicilina na concentracdo de 100 pg/mL, uma Unica
colénia de E. coli e manteve-se tudo a incubar de um dia
para o outro a 37°C, com agitacdo. Acrescentou-se 0,1 mL
desta cultura, obtida de um dia para o outro, a 10 mL de LB
contendo ampicilina na concentracdo de 100 pg/mL. Induziu-
se a expressdo de proteina por adicdo de L-arabinose nas
concentracdes de 20, 2, 0,2 e 0,002% e manteve-se tudo a
incubar a 37°C, com agitacdo durante 4 horas. Fez-se um
agregado da cultura por centrifugacdo a 5000xg durante 10
minutos e refez-se a suspensdo em 450 uL de SDS a 10% e 50
BnL de DTT 10 mM (oxidado). A massa recolocada em suspenséo
foi guardada a -20°C até voltar a ser necessaria para

processamento.
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Andlise por SDS-PAGE

Foram fervidas amostras bacterianas a 100°C durante 15
minutos. Acrescentou-se 12 pL da amostra fervida a 3 pL de
tampdo de amostragem para SDS-PAGE (electroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS) e ferveu-se a 100°C durante 5
minutos. Fez-se uma aplicacdo de 10 pL sobre gel 'NOVEX' e
realizou-se o ensaio durante 35 minutos a 200 V e depois

transferiu-se por absorcdo para PVDF a 25 V durante 1 hora.

Absorcdo ocidental

A absorcdo foi inicialmente bloqueada com leite em pd
a 2% em PBS contendo Tween-20 (MPBST) durante 1 hora a
37°C. Lavou-se a mancha de absorcdo duas vezes durante 10
minutos com tampdo de lavagem (0,9% (p/v) NaCl, 0,01%
Tween-20) . Manteve-se a mancha de absorcdo a incubar, para
uma diluicdo de 1:5000 de epitopo anti-V5 (Invitrogen) em
MPBST durante 1 hora a temperatura ambiente e depois lavou-
se 3 x durante 10 minutos em tampdo de lavagem. Manteve-se
a mancha de absorcdo a incubar, com uma diluicdo de 1:5000,
de conjugado com anti-fosfatase alcalina do murganho
(Sigma) em MPBST durante 1 hora a temperatura ambiente e
lavou-se 3 x durante 10 minutos em tampdo de lavagem. A
reaccdo de cor foi induzida por adicdo de uma pastilha de

BCIP/NBT (Sigma) a 10 mL de &gua durante < 10 minutos.

Determinacdo da CIM pelo método de diluicdo do caldo de

microtitulacdo

Os microrganismos TOP10 E. coli, com ou sem (&) bcrA
ficaram a crescer até atingirem uma concentracdo de 2 x 10°
ufc/mL (o bcrA+ desenvolveu-se na presenca de ampicilina na

concentracdo de 100 pg/mL para seleccdo do vector pBAD-TOPO)
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em meio RPMI (Sigma) na presenca de L-arabinose a 0,002%,
enquanto indutor do gene bcrA. Fez-se uma aplicacdo de 100
BuL de TOP1l0 E. coli + bcrA numa placa de microtitulacdo de
96 cavidades (Sigma) para se obter uma concentracdo final de
1 x 10° ufc/mL. Foram preparadas diluicdes sequenciais de
antibidtico, para metade de cada vez, que foram acrescentadas
a cada cavidade, com a concentracdo variando entre 500 e
0,24 pg/mL. Manteve-se as placas a incubar durante 24 horas
a 37°C e fez-se um registo, quer da existéncia de

crescimento quer da inexisténcia de crescimento.

Demonstracdo da actividade dos fagos em presenca de &cido

nalidixico

Manteve-se TOPl0 E. coli + bcrA a crescer até uma
concentracdo de 2 x 10% ufc/mL em meio RPMI (Sigma) contendo
ampicilina na concentracdo de 100 pg/mL (para seleccdo do
vector pBAD-TOPO) na presenca de L-arabinose a 0,002%,
enquanto indutor do gene bcrA. Fez-se uma aplicacédo de 100
nL de TOP 10 E. coli + bcrA para uma concentracdo final de
1 x 10* ufc/mL, numa placa de microtitulacdo de 96 cavidades
(Sigma) na presenca do fago puro e do fago diluido a 1:10
(ver o quadro subsequente). Acrescentou-se a cada cavidade
diluicdes sequenciais de acido nalidixico, para metade, com
a concentracdo a variar entre 128 e 0,25 pg/mL. Também foi
experimentada uma contraprova constituida apenas por meios.
As placas ficaram a incubar durante 24 horas a 37°C. Foram

experimentados seis clones de fagos.
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RESULTADOS

Sequenciacdo do gene bcrA

Foi identificada e sequenciada uma sequéncia de ADN
com 3500 pb. Na sequéncia clonada havia um tnico bloco de
leitura ininterrupta que continha a sequéncia de

codificacdo de bcrA (SEQ ID NO: 1).

Estrutura e localizacdo da proteina BcrA

A sequéncia de bcrA continha um Unico bloco de leitura
ininterrupta que codifica uma proteina, designada por BcrA
(SEQ ID NO: 2), com 518 residuos aminodcidos e com um peso

molecular previsto de 49 kD.

Comparacdo da proteina BcrA com a sequéncia de bombas de
efluxo congéneres

Fez-se o alinhamento da sequéncia de aminoadcidos da BcrA
com oS produtos codificados do gene emrB de E. coli e com o
gene gacA de S. aureus. 0Os resultados de uma correspondéncia
de identidades, utilizando a aplicacdo informatica de pesquisa

'align' (http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/search-launcher) revelou

que a BcrA tinha uma homologia de 48,8% com a proteina EmrB e
de 20,1% coma proteina QacA. Também se concluiu que a BcrA tem
uma homologia de 84,8% com a proteina AF 110185 de
Burkholderia pseudomallei. Os dados laboratoriais mostram que
a BcrA é uma bomba de antibidético. Ndo foram encontrados
nenhuns locais conhecidos de ligacdo de ATP na sequéncia de
aminoadcidos da BcrA, o que confirma que o gene bcrA néo
pertence a familia de transportadores da cassete (ABC) de
ligacdo de ATP, pertencendo antes a familia MFS das bombas de

efluxo.
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Cartografia epitdépica da proteina BcrA

No quadro 3 estdo representados péptidos nonaméricos
que revelam uma nitida reactividade com os soros dos
doentes do grupo 4A (doentes com FC infectados com
Burkholderia cepacia, mas de boa saude), comparativamente
com 0s soros dos doentes do grupo 3 (doentes com FC, sem
indicacdes de infeccdo, nem com B. cepacia nem com
Pseudomonas aeuroginosa). Foram identificados sete epitopos
a partir da experiéncia de cartografia de epitopos,
designadamente o epitopo 1: VISSYS (SEQ ID NO: 11), o
epitopo 2: ISFGFMA (SEQ ID NO: 12), o epitopo 3: MAFFGS
(SEQ ID NO: 13), o epitopo 4: QTVMGYT (SEQ ID NO: 14), o
epitopo 5: LRMVASF (SEQ ID NO: 15), o epitopo 6: FFVPMTT
(SEQ ID NO: 16) e o epitopo 7: LLHLSAI (SEQ ID NO: 17).

Biblioteca que apresenta anticorpos dos fagos e ScFv

Cada um dos péptidos 1-3 (SEQ ID NOs 18-20) produziu
dois fagos com caracteristicas especificas dominantes
diferentes. Estes eram os fagos 1-6 marcados (sendo os
pagos 1 e 2 reactivos em presenca do péptido 1, os fagos 3
e 4 reactivos em presenca do péptido 2 e os fagos 5 e 6
reactivos em presenca do péptido 3). Os fagos wvariaram em
numero na prospeccdo final de 2-4 cédpias. Avaliou-se a
actividade dos fagos em presenca do gene bcrA por clonagem

em TOP10 E. coli.

Expressdo do gene bcrA em TOP10 E. coli
A analise pela absorcdo ocidental confirmou gque o gene

bcrA havia sido clonado em TOPl0 E. coli e gque tinha sido
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expresso com um peso molecular aparente de cerca de 46 kD

(resultados ndo apresentados).

Resisténcia aos antibidticos conferida pelo bcrA em TOPI10
E. coli

No quadro 4 estdo indicados os valores da concentracdo
inibidora minima (CIM) para os antibidéticos tetraciclina,
cloro-hexadina, acido nalidixico e ciprofloxacina em
presenca de TOPl0 E. coli + bcrA. O gene bcrA ndo conferiu
nenhuma resisténcia contra a cloro-hexadina nem contra a
ciprofloxacina em TOP10 E. coli. Pelo contrario, observou-se
uma diferenca melhor para o dobro na CIM no caso da
tetraciclina e uma diferenca na CIM melhor para o triplo no

caso do 4cido nalidixico em TOP10 E. coli + bcrA (Quadro 4).

Actividade dos fagos contra a resisténcia ao dcido nalidixico

Foram testados seis clones de fagos TOP10 E. coli *
bcrA (fagos 1 e 2 reactivos contra o péptido 1 [SEQ ID NO:
18]; fagos 3 e 4 reactivos contra o péptido 2 [SEQ ID NO:
19]; e fagos 5 e 6 reactivos contra o péptido 3 [SEQ ID NO:
20]), obtidos a partir da experiéncia de prospeccédo
(supra), para se pesquisar a sua actividade contra o &cido
nalidixico (gquadro 5). Comparativamente com o valor da CIM
dos fagos de contraprova (16 ug/mL), quatro dos seis fagos
revelaram actividade. A actividade foi pronunciada ao
maximo com o fago 1 (gque revelou reactividade contra o

péptido 1 (SEQ ID NO: 18)).

DISCUSSAO
Com as bactérias, as bombas de resisténcia a

multifarmacos (rmf) foram assinaladas pela primeira vez a
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propbsito de Staphylococcus aureus (Lomovskaya, O. e Lewis,
K.. 1992, supra). Também foram assinaladas e descritas
bombas de rmf singulares, a propdsito de FEscherichia colil
(emrB) e de Bacillus subtilis (bmr) (Neyfakh, A. A, 1992,
Antimicrobial Agents. Chemother., 36: 484-485). O gene bcraA
de Burkholderia cepacia pertence a esta familia de
translocases membranares e pode proteger a célula contra os
antibidéticos ou contra outras moléculas pegquenas.

A sequéncia de aminoacidos traduzida do gene bcra
revela elevada homologia com a proteina EmrN de E. coli e
com a proteina QacA de S. aureus. Dados laboratoriais
mostram que o gene bcrA codifica uma translocase membranar
e que pertence a familia MFS das bombas de efluxo de
multifarmacos.

A proteina BcrA apresenta uma estrutura tipica de uma

translocase membranar integral, com 10 hélices o
envolvendo a membrana. A proteina BcrA revela homologia com
outras membranas da mesma familia. A proteina ¢é uma
substancia util sob o ponto de wvista terapéutico e de
diagnéstico e pode ser utilizada para a imunizacdo activa,
como uma vacina, como um medicamento para imunizacédo
passiva, contendo anticorpos especificos contra essa
proteina, e para isolar compostos uUteis, sob o ponto de

vista terapéutico e de diagnéstico, que actuem contra ela.
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Quadro 1l: descricdo dos iniciadores de PCR seleccionados

Nome do Sequéncia Descricdo

oligonucledétido

EMRN SEQ ID NO: 3 Localizado na extremidade 5'

do gene bcraA

EMRC SEQ ID NO: 4 Localizado na extremidade 3'

do gene bcraA

M13 directo (-20) | SEQ ID NO: 5 Iniciador vectorial

M13 inverso SEQ ID NO: © Iniciador vectorial

BcrA directa SEQ ID NO: 21 Localizado na extremidade 5'

do gene bcrA

BcrA inversa SEQ ID NO: 22 Localizado na extremidade 3'

do gene bcrA

Todos 0s iniciadores oligonucleotidicos foram
sintetizados por HPLC de fase reversa (Genosys
Biotechnologies Ltd), recorrendo a guimica convencional da

fosforamidite

Quadro 2: dominios transmembranares da proteina BcraA

Hélice Inicio Fim Classificacéo Certeza
1 lo 36 1,877 Certo
2 41 ol 1,089 Certo
3 64 84 1,478 Certo
4 92 112 1,918 Certo
5 120 140 0,925 Putativo
) 144 164 2,109 Certo
7 175 195 1,236 Certo
8 213 233 1,581 Certo
9 245 265 0,914 Putativo
10 284 304 2,352 Certo
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(continuacéao)

Hélice Inicio Fim Classificacéo Certeza
11 313 333 1,640 Certo
12 379 399 1,973 Certo
13 411 431 0,764 Putativo
14 488 508 1,884 Certo

Segmentos elegiveis de envolvimento da membrana da
proteina BcrA utilizando TopPred 2 (von Heijne, G., 1992,
J. Mol. Biol., 225: 287-494). Apresenta-se a listagem de
cada uma das dez hélices O, possuindo cada uma delas um
comprimento de 20 aminodcidos. Atribui-se uma classificacéo
a cada hélice o, com Dbase na sua hidrofobicidade e
probabilidade de residir dentro da membrana. A partir da
classificacdo, apresenta-se a probabilidade de a sequéncia

ser uma hélice o de envolvimento da membrana.

Quadro 3: resultados da cartografia peptidica da proteina

BcrA pelo protocolo ELISA

Epitopo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 424 Grupo 4B

Péptido
62 1 (SEQ ID 0,950+0,36  0,965+0,36  0,393+0,08  1,284%0,261 0,624+0,375
NO:11)
63 1 (SEQ ID 0,906+0,38 1,074+0,56  0,377+0,04  1,29740,337 0,672+0,412
NO:11)
64 1 (SEQ ID 0,838%0,36 1,071%0,43  0,356+0,04  1,232+0,251 0, 704%0,405
NO:11)
284 2 (SEQ ID 0,981%0,39 1,075+0,36  0,423+0,05  1,22040,304 0,675%0,419
NO:12)
285 2 (SEQ ID 0,825+0,38 1,017+0,35  0,375%0,02  1,141%0,358 0,667+0,338
NO:12)
286 2 (SEQ ID 0,786%0,37  0,915£0,32  0,341+0,02  1,149+0,404 0,718+0, 460

NO:12)
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(continuacéao)

Epitopo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4A Grupo 4B

Péptido

288 3 (SEQ ID 0,931+0,28 1,199+0, 43 0,467+0,02 1,595+0,697 0,714+0,451
NO:13)

289 3 (SEQ ID 0,915%0,32 1,022+0, 32 0,432+0, 02 1,313+0,408 0,669+0,434
NO:13)

290 3 (SEQ ID 0,859+0,39 1,103+£0,45 0,373%0,04 1,034+0,274 0,67940,421
NO:13)

291 3 (SEQ ID 0,898+0,36 1,178+0, 39 0,373£0,03 1,108+0,302 0,636%0,285
NO:13)

302 4 (SEQ ID 0,899+0,28 1,151+0, 37 0,452+0,04 1,250+0,143 0,57040, 342
NO:14)

303 4 (SEQ ID 0,956%0,32 1,135+0, 38 0,451+0,01 1,247+0,141 0,654%0,381
NO:14)

304 4 (SEQ ID 0,971+0,31 1,113+0,31 0,492+0,03 1,399+0,415 0,579+0, 347
NO:14)

339 5 (SEQ ID 1,002+0,35 1,168+0, 37 0,430+0,06 1,222+0,203 0,644%0, 337
NO:15)

340 5 (SEQ ID 1,11140,43 1,256%0, 44 0,545£0, 04 1,382+0,210 0,727£0,451
NO:15)

341 5 (SEQ ID 0,946%0,32 1,112+40,35 0,481+0,01 1,352+0,328 0,651+0,330
NO:15)

384 6 (SEQ ID 0,961%0,28 1,066£0, 31 0,475%0,05 1,189+0,276 0,644%0,278
NO:16)

385 6 (SEQ ID 0,997+0,26 1,202+0, 36 0,498+0,08 1,545+0,390 0,713%0,437
NO:16)

386 6 (SEQ ID 0,807+0,30 1,004+0, 20 0,415+0,03 1,152+0,684 0,627+0,350
NO:16)

486 7 (SEQ ID 1,035%0,25 1,144+0,25 0,520£0, 04 1,243+0,369 0,690%0,379
NO:17)

487 7 (SEQ ID 0,958+0,38 1,059+0, 33 0,447+0,05 1,223+0,250 0,666%0,389
NO:17)

488 7 (SEQ ID 0,897+0,40 0,924+0, 31 0,338+0,03 1,296+0,542 0,648%0, 362
NO:17)

GRUPO 1: doentes com FC infectados com Pseudomonas aeuroginosa e

Burkholderia cepacia

GRUPO 2: doentes com FC infectados com Pseudomonas aeuroginosa

GRUPO 3:

Burkholderia cepacia

(n=5)

(n=2)

(n=4)

doentes com FC sem infeccdo com Pseudomonas aeuroginosa e
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GRUPO 4A: doentes com FC infectados com Burkholderia cepacia (boa
satde) (n=4)
GRUPO 4B: doentes com FC infectados com Burkholderia cepacia e 7ja

doentes e no hospital (n=2)

Quadro 4: desenvolvimento de TOP1l0 E. coli * bcrA expostos

a diversos antibidticos (pg/mL)

TOP1l0 E. coli + bcrA

Antibidtico (ug/mL) 128 | 64 32 16 | 8| 4 2 1 0,5 10,251 0,125
Tetraciclina - - - - -1+ 1T +71+ T T T
Cloro-hexadina - - - - + 0+ + | + + + +
Acido nalidixico - - - T T T et + + +
Ciprofloxacina - - - - - -1 -=-1- - - +

TOP1l0 E. coli + bcrA

Antibidético (pg/mL) 128 | 64 | 32 le [ 84 ]2 |1 0,5 |0,25] 0,125
Tetraciclina - - - - - -+ |+ + + +
Cloro-hexadina - - - - + |+ | + | + + + +
Acido nalidixico - - - - - -+ |+ + n +
Ciprofloxacina - - - - -l -1 =-1- - - +

Quadro 5: actividade do clone de fagos contra a resisténcia

de TOP1l0 E. coli * bcrA ao acido nalidixico

Fagos Acido nalidixico CIM (ug/mL)

Sem fagos (bcrA+) 16
Contraprova de fagos 16
1 2

2 16

3 8

4 16

5 8

6 4
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Listagem das Sequéncias

<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<1l60>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

NeuTec Pharma plc

Composicdes antimicrobianas

M99/0582/PCT

22

PantentIn ver. 2.1

1
1554
ADN

Burkholderia cepacia

CDS
(1) ..(1554)
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<210> 3
<211> 20
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricédo da sequéncia artificial: Iniciador PCR

<400> 3
cccgatcgge agattgatgt 20

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricdo da sequéncia artificial: Iniciador PCR

<400> 4
gacgtcgcgg tgccgacgat 20

<210> 5
<211> 14
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricédo da sequéncia artificial: Iniciador PCR

<400> 5
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ttcacaggaa acag 14

<210> 6
<211> 14
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricédo da sequéncia artificial:

<400> 6

ttcacaggaa acag 14

<210> 7
<211> 5
<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 7

Fro Lea Lou Gly Gy

<210> 8
<211> 5
<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 8

Iniciador PCR
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Burkholderia cepacia
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Burkholderia cepacia
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PRT

Burkholderia cepacia
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val Iie Ser Ber Tyy Ser

1 5

12
7
PRT

Burkholderia cepacia

12

Ile Ser Fhe Gly She ¥et Als
1 5

13
6
PRT

Burkholderia cepacia

13

Met Ada Phe Phe Gly Sax

k 5

14
7
PRT

Burkholderia cepacia

14
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Glo Thr ¥al Met Gy Tvy Thr

3 3
<210> 15
<211> 7
<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 15

Leu Arg Met Wal Als Ssv Phe
i 5

<210> 16
<211> 7
<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 16

Bhe Bhe Val Prg Met The Thr

<210> 17
<211> 7
<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 17
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Leu Leu His Leun Ssr Ala Ile

i 5

<210> 18
<211> 15
<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 18

Ala Ilw Tle Ser Phe Gly Phe Met Az Fhe Fhe Sly Ser ¥al val

i 5 1Q 1%

<210> 19
<211> 15
<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 19

23}

i la 18
<210> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> Burkholderia cepacia

<400> 20
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HMis Arg Leu Asp Leu Avg Met Yal Ala Ser Phe Ala Fhe Hiz Arg

i3 5 i¢ 15

<210> 21
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricédo da sequéncia artificial: Iniciador PCR

<400> 21
cgacgtcgcg gtgccgacga t 21

<210> 22
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricdo da sequéncia artificial: Iniciador PCR

<400> 22

atgccccatc gccggecceccg ¢ 21
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REIVINDICACOES

1. Bomba de efluxo de multifdrmacos gque possui a
sequéncia designada por SEQ ID NO: 2 ou bomba de efluxo
de multifarmacos que possui pelo menos 90% de homologia

com esta.

2. Bomba de efluxo de multifédrmacos de acordo com a
reivindicacdo 1, que possui pelo menos 95% a 99% de

homologia com a sequéncia designada por SEQ ID NO: 2.

3. Sequéncia nucleotidica que codifica uma bomba de
efluxo de multifdrmacos de acordo com uma qualgquer das

reivindicacdes anteriores.

4, Sequéncia nucleotidica de acordo com a reivindicacdo 3

que possuil a sequéncia designada por SEQ ID NO: 1.

5. Bomba de efluxo de multifarmacos de acordo com uma
qualquer das reivindicacdes 1 ou 2, para utilizacdo num
método de tratamento ou de diagndéstico do corpo humano

ou de um animal.

. Utilizacdo de uma bomba de efluxo de multifédrmacos
de acordo com uma qualquer das reivindicacdes 1 ou 2,
ou de um seu fragmento imunogénico, que possua a
sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20, para a
preparacdo de um medicamento para o tratamento de uma
infeccdo por um organismo em que tenha lugar a sua

expressao.



7. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 6, em que O

medicamento € uma vacina.

8. Utilizacdo de um inibidor de uma bomba de efluxo de
multifarmacos, conforme definido em qualquer uma das
reivindicacdes 1 ou 2, para a preparacdo de um medicamento
para o tratamento de uma infeccdo provocada por um
organismo em gque tenha lugar a sua expressido, sendo o
inibidor constituido por um anticorpo ou pPoOr um Sseu
fragmento de ligacdo ao antigénio, especifico contra um
polipeptido gque possua uma sequéncia seleccionada entre SEQ

ID NOs: 11-20.

9. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 8, em que o
medicamento contém também um antibidtico seleccionado entre
o conjunto constituido por uma tetraciclina e uma

guinolona.

10. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 9, em que a

quinolona é o &acido nalidixico.

11. Preparacdo combinada de um inibidor de uma bomba de
efluxo de multifarmacos, conforme definido numa qualquer
das reivindicacdes 1 ou 2, e pelo menos um antibidtico para
utilizacdo simulténea, separada ou sequencial no tratamento
de uma infeccdo provocada por um organismo em qgue tenha
lugar a expressdo da referida Dbomba de efluxo de
multifdrmacos, sendo o referido inibidor constituido por um
anticorpo ou por um seu fragmento de ligacdo ao antigénio,
especifico contra um polipeptido que possua uma sequéncia

seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20.



12. Utilizacdo de um inibidor de uma bomba de efluxo de
multifédrmacos, conforme definido numa qualquer das
reivindicacdbes 1 ou 2, para a preparacao de um
desinfectante para um organismo em que tenha lugar a sua
expressdo, sendo o referido inibidor constituido por um
anticorpo ou por um seu fragmento de ligacdo ao antigénio,
especifico contra um polipeptido que possua uma sequéncia

seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20.

13. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 12, em que o
referido desinfectante incorpora suplementarmente um

desinfectante de amdénio quaterndrio

14. Composicdo antimicrobiana gque compreende um inibidor
de uma bomba de efluxo de multifdrmacos, conforme definido
em gqualgquer uma das reivindicacdes 1 ou 2, e pelo menos um
antibidético, sendo o referido inibidor constituido por um
anticorpo ou por um seu fragmento de ligacdo do antigénio,
especifico contra um polipeptido que possua uma sequéncia

seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20.

15. Composicéao antimicrobiana de acordo com a
reivindicacéao 14, em que o referido antibidético,
eventualmente 1Unico, ¢ geleccionado entre o conjunto

constituido por uma tetraciclina e por uma quinolona.

16. Composicéao antimicrobiana de acordo com a

reivindicacdo 15, em que a guinolona é o acido nalidixico.

17. Composicdo antimicrobiana que compreende um inibidor

de uma bomba de efluxo de multifdrmacos, conforme definido



numa gqualquer das reivindicagcdes 1 ou 2, e pelo menos um
desinfectante, sendo o referido inibidor constituido por um
anticorpo ou por um seu fragmento de ligacdo ao antigénio,
sendo o referido anticorpo ou o referido fragmento de
ligacdo ao antigénio especificos contra um polipeptido que

possul uma sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20.

18. Composicéao antimicrobiana de acordo com a
reivindicacdo 17, em que o desinfectante, eventualmente

unico, incorpora um desinfectante de ambénio quaternéario.

19. Método de desinfeccdo que consiste em aplicar sobre
uma superficie, que se pretende desinfectar, uma composicéo
antimicrobiana de acordo com uma qualguer das

reivindicacdes 17 ou 18.

20. Método para detectar resisténcia a multifarmacos numa
bactéria, o qual compreende 0s passos seguintes:

(1) fazer contactar a bactéria com um reagente
especifico para a bomba de efluxo de multifdrmacos,
conforme definida numa qualquer das reivindicacdes 1 a 14,
sendo o reagente seleccionado entre o conjunto constituido
por:

(a) um anticorpo ou um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio, especifico contra um polipeptido que possua uma
sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20; e

(b) wuma sequéncia nucleotidica complementar de uma
sequéncia nucleotidica que codifique um polipeptido qgue

possua a sequéncia identificada por SEQ ID NO: 2;



(ii) detectar qualquer reaccdo de ligacdo anticorpo-
antigénio ou gqualquer reaccdo de hibridacdo da sequéncia
nucleotidica; e

(iii) correlacionar os resultados do passo de deteccéo
(ii) com a presenca ou com a auséncia de resisténcia a

multifdrmacos na bactéria.

21. Método para detectar a presenca de uma bactéria que
possua resisténcia a multifédrmacos, conferida pela presenca
de uma bomba de efluxo de multifdrmacos, conforme definida
numa qualquer das reivindicacdes 1 a 4, o gqual compreende
0s passos seguintes:

(i) fazer contactar uma amostra com um reagente
especifico para a referida bomba de efluxo de
multifarmacos, sendo o referido reagente seleccionado entre
o conjunto constituido por:

(a) um anticorpo ou um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio, especifico contra um polipeptido gque tenha uma
sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs: 11-20; e

(b) uma sequéncia nucleotidica complementar de uma
sequéncia nucleotidica que codifique um polipeptido que
tenha a sequéncia identificada por SEQ ID NO: 2;

(ii) detectar qualquer reaccdo de ligacdo anticorpo-
antigénio ou qualquer reaccdo de hibridacdo da sequéncia
nucleotidica; e

(1ii) correlacionar os resultados do passo de
detectacdo (ii) com a presenca ou com a auséncia de uma

bactéria que tenha resisténcia a multifédrmacos.



22. Método de acordo com a reivindicacdo 21, em que a
amostra ¢é seleccionada entre sangue, soro, fluidos de

aspiracédo bronquial e saliva.

23. Polipeptido que possui uma sequéncia seleccionada

entre SEQ ID NOs: 11-20 e que apresenta um epitopo.

24, Organismo n&o humano, diferente de Burkholderia
cepacia, onde foi introduzida wuma bomba de efluxo de
multifdrmacos de acordo com uma qualquer das reivindicacdes

1 ou 2.

Lisboa, 15/04/2009
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