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Resumo

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria de grande importancia para individuos
imunocomprometidos. No Brasil, ela € um dos principais agentes em infecgdes
hospitalares e pode provocar diversos tipos de processos clinicos. Atualmente, um
dos maiores desafios em infecgGes provocadas por P. aeruginosa é a resisténcia
apresentada diante de inimeros antimicrobianos. Além da resisténcia intrinseca de P.
aeruginosa, essa bactéria facilmente desenvolve mecanismos de resisténcia adicionais,
através de mutacdes e da aquisicdo de elementos genéticos méveis, por exemplo.
Dessa forma, P. aeruginosa é considerada um patégeno multirresistente, o que limita
as alternativas terapéuticas capazes de combaté-lo. Portanto, compreender os
mecanismos que levam a essa resisténcia é de extrema importancia para enfrentar as
infeccdes por P. aeruginosa.
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INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa é uma das bactérias de
maior relevancia clinica e epidemiolégica.® Ela é a principal
causa de infec¢Bes hospitalares dentre os bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores de glicose® e a maior causa
de infec¢cdes oportunistas em pacientes imunocompro-
metidos.® P. aeruginosa é um dos principais agentes
etioldgicos de infecgdes nosocomiais no Brasil,® podendo
causar desde infeccdes localizadas, em sitios de
processos cirargicos ou queimaduras, até septicemias
graves.®

P. aeruginosa esta sob continua pressédo seletiva em
ambientes hospitalares® e é considerada pela comu-
nidade cientifica internacional um patégeno multirre-
sistente.®

O desenvolvimento de diferentes mecanismos de
resisténcia tem um impacto clinico consideravel® ja que
compromete a eficacia de quase todas (ou mesmo todas)
as drogas utilizadas como tratamento contra P. aeruginosa,®®
acarretando um alto custo da terapéutica dos pacientes
infectados,™ além do aumento da duracéo da hospitalizagéo
e da mortalidade.®?

ENZIMAS B-LACTAMASES

Dentre os mecanismos de resisténcia aos B-lactami-
cos, 0 mais importante é a producédo de enzimas B-lactama-
ses, no entanto, a resisténcia também pode ser ocasionada
pela hiperexpressdo de sistemas de efluxo, pela alteracdo
da permeabilidade da membrana® e pela sintese de pro-
teinas de ligacdo a penicilina (PBPs) com baixa afinidade
por B-lactamicos. Em P. aeruginosa, todos esses mecanis-
mos podem existir simultaneamente.®?

Atualmente, varios grupos e classes de B-lactamases
vém sendo descritos® e um namero significativo das diver-
sas classes é encontrado em P. aeruginosa.®® As B-lacta-
mases sdo capazes de inativar os antimicrobianos B-lacta-
micos pela quebra do anel B-lactamico,®® rompendo sua
ligacdo amida, de forma que os produtos obtidos deixam de
possuir atividade antibacteriana.®® A hidrélise dos antibiéticos
B-lactamicos ocorre pela formagao de uma ligacao éster entre
o sitio ativo de serina (ou com ions de zinco, no caso das
metalo-B-lactamases) da enzima B-lactamase e o anel B-
lactamico do antimicrobiano. Em bactérias Gram-negativas,
como P. aeruginosa, essas enzimas se localizam no espaco
periplasmatico e inativam os B-lactamicos logo que eles
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atravessam a membrana externa, antes que atinjam as
PBPs.(19

A maioria dos genes que codificam as enzimas -
lactamases esta localizada em regi6es moéveis do DNA
bacteriano, como plasmidios e integrons de classe 1
(apesar de alguns serem encontrados em integrons das
classes 2 e 3),0? o que contribui para a disseminacao da
resisténcia entre bactérias da mesma espécie e de
espécies diferentes.*® Ademais, multiplos fatores de
resisténcia podem ser disseminados através do mesmo
plasmidio.*?

B-lactamases da classe A de Ambler

As B-lactamases mais frequentemente adquiridas sédo
as enzimas especificas de Pseudomonas (PSEs) PSE-1 e
PSE-4.%9 Na classe A de Ambler, dentro do grupo funcional
2c de Bush, quatro B-lactamases do tipo PSE que hidrolisam
carbenicilina foram encontradas em P. aeruginosa: PSE-1
(CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3 e CARB-4 (cujo gene
acredita-se ter sido adquirido de outra espécie bacteriana).®®
Seu perfil de substrato inclui carboxipenicilinas, ureidope-
nicilinas e cefsulodina. A presenca de PSEs pode ser contor-
nada, jA que cepas produtoras de carbenicilinases apre-
sentam suscetibilidade variavel a cefepima, cefpiroma e
aztreonam e suscetibilidade total para ceftazidima e carba-
penémicos.®® Genes que codificam enzimas similares a
PSE-4 fazem parte de transposons contendo diversos genes
de resisténcia.®?

Ao contrario das PSEs, as [-lactamases de amplo
espectro (ESBLSs) da classe molecular A e do grupo funcional
2b' conduzem ao desenvolvimento da resisténcia nao
somente as carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, mas
também as cefalosporinas de amplo espectro.*® Essas
enzimas podem ter uma atividade hidrolitica mais ampla,
inclusive sobre carbapenémicos, embora quase todas sejam
inibidas por &cido clavulanico. A frequéncia das enzimas
ESBLs, amplamente reportadas em enterobactérias, tem
aumentado em isolados de P. aeruginosa.®?

As ESBLs do grupo 2b' de Bush s&o dos tipos TEM
(Temoniera) e SHV (Sulphydryl Variable), bem conhecidos
na familia Enterobacteriaceae, do tipo PER (Pseudomonas
Extended Resistance), majoritariamente originado de isola-
dos da Turquia, do tipo VEB (Viethamese Extended-Spectrum
B-lactamase), do Sudeste da Asia, Franca e Bulgaria, dos
tipos GES (Guiana Extended Spectrum) e IBC (Integron-
Borne p-lactamase), reportados na Franca, Grécia e Africa
do Sul e do tipo BEL (Belgium Extended S-lactamase). Esses
seis tipos de enzimas séo, do ponto de vista genético, remota-
mente relacionados, embora compartilhem perfis hidroliticos
semelhantes.®®

Osgenesbla,,, blay,, e bla®™®** s3o parte de estruturas
transposonais, ao passo que os genes bla_, e bla__. estédo
na forma de cassetes em integrons da classe 1.0® Os
integrons que contém genes para enzimas dos tipos VEB e

GES podem conter também outros genes de B-lactamases
dos tipos OXA (oxacilinases).®

As B-lactamases do tipo CTX-M (cefotaximases),
também incluidas na classe A de Ambler, tém sido relatadas
como uma familia que apresenta alto nivel de atividade
hidrolitica, especialmente contra cefotaxima e ceftriaxona,®?
tendo sido a primeira enzima capaz de hidrolisar cefalos-
porinas de espectro ampliado a um nivel clinicamente signifi-
cativo. Seus genes e variantes subsequentes sdo uma
ameacga mundial.¥

A B-lactamase PER-1 foi a primeira ESBL identificada e
totalmente caracterizada em P. aeruginosa. Ela foi encontrada
em um paciente turco hospitalizado na regido de Paris,
Franca, em 1991, e sua codificagdo era cromossdmica. Pos-
teriormente, enzimas PER-1 codificadas por plasmidios
foram reportadas.®® Ainda assim, em P. aeruginosa, 0s genes
blaPER sdo majoritariamente codificados por cromosso-
mos.*9 Cepas de P. aeruginosa produtoras de PER-1 tam-
bém foram isoladas na ltalia, Bélgica e Pol6nia,*® e o gene
bla .., vem sendo muito difundido na Turquia.®® PER-1
apresenta o perfil de substrato tipico das ESBLs classicas e
€ moderadamente inibida por inibidores de B-lactamase e
imipenem.®® Dessa forma, apesar de conferir resisténcia
de alto nivel a ceftazidima, a suscetibilidade pode ser restau-
rada pela adicdo de clavulanato.®®

Com relacdo as enzimas dos tipos TEM e SHYV, o
primeiro caso associado a P. aeruginosa ocorreu em 1996 e,
atualmente, ambos os tipos sdo descritos com maior frequén-
cia na Europa.®? A enzima SHV-2 hidrolisa fortemente cefa-
losporinas de quarta geracéo, ao passo que SHV-5 determina
alto nivel de resisténcia a ceftazidima e monobactamicos. O
espectro hidrolitico do tipo TEM inclui penicilinas de espectro
restrito, cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam.®*®
Apesar dessas enzimas terem sido relacionadas a plasmi-
dios,*? o gene bla,,, ,, ja foi identificado como parte de um
transposon localizado em cromossomo.®®

O primeiro isolamento da B-lactamase VEB-1 ocorreu
em 1998, na Franga. Em 2002, foi encontrada uma alta preva-
léncia de genes do tipo bla,, em isolados clinicos de P.
aeruginosa resistentes a ceftazidima em um hospital tailan-
dés. O mesmo estudo identificou um novo gene, bla, ., ,.*%
As enzimas VEB conferem resisténcia a maioria das cefa-
losporinas de terceira e quarta geragao, incluindo a cefepima,
cefotaxima, cefpiroma, cefpodoxima, ceftazidima, ceftriaxona
e cefuroxima. Notavel é sua grande capacidade de hidrolizar
a ceftazima e o aztreonam, o que pode dificultar a antibio-
ticoterapia contra P. aeruginosa.®? A enzima VEB-2 difere da
VEB-1 somente por uma mudanga de aminoacido, localizado
fora do sitio ativo da enzima. O perfil de substrato das enzimas
VEB ¢ idéntico ao da PER-1, isto é, alta afinidade para
penicilinas de espectro limitado e cefalosporinas de
espectros limitado e estendido. Essas ESBLs tém baixos
niveis de afinidade pelos carbapenémicos e sao mode-
radamente inibidas por acido clavulanico e imipenem. Além
disso, VEB-1, assim como PER-1, é bem inibida por cefoxitina.
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Os genes do tipo bla, ., sdo, principalmente, codificados por
cromossomos em P. aeruginosa.®?

Ao final do século 20, foi descrita uma nova familia de
ESBLs, referida como GES, devido ao pais de origem do
primeiro isolado, a Guiana Francesa. GES-1, peculiar em
seu baixo nivel de atividade catalitica, baixa afinidade pela
maioria dos substratos e um perfil de inibicdo que inclui
acido clavulanico e imipenem, foi encontrada na Franga e no
Brasil. Ao contrario da maioria das ESBLs da classe A, tem
uma forte afinidade pela cefoxitina.“® A enzima GES é capaz
de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro, suas varian-
tes GES-2, GES-4, GES-5 e GES-6 possuem também a
capacidade de hidrolisar os carbapenémicos.*? A GES-2, por
exemplo, hidrolisa também o imipenem. Essa enzima foi
identificada em uma cepa de P. aeruginosa de um paciente
hospitalizado no hospital universitario de Pretoria, Africa do
Sul.®9 Isolados de P. aeruginosa produtores de GES de
diferentes variantes ja foram descritos em varios locais da
Europa, China e Africa do Sul.®? Tais informacées sugerem
que esses genes codificadores de B-lactamases podem ter
maior distribuicdo aleatéria do que os das enzimas VEB e
PER.®

O gene estruturalmente relacionado ao bla_..,, 0 bla, .,
foi relatado em P. aeruginosa a partir de um isolado grego
em Tessal6nica.® A IBC-2 difere por um Unico residuo de
aminoéacido da GES-1 e confere resisténcia a ceftazidima e
outras oximino-cefalosporinas, sendo inibida por imipenem,
tazobactam e &cido clavulanico. A enzima IBC-2 difere da
IBC-1 por uma mudanca de aminoacido, sendo ambas as
enzimas relacionadas a linhagem de GES-1 e GES-2. Tanto
os genes bla_ . quanto os bla,. foram encontrados como
sendo codificados, em P. aeruginosa, por plasmidios ou no
cromossomo.®

Também foi relatada uma B-lactamase designada
BEL-1, que é remotamente relacionada a outras B-lactamases
da classe A, apesar das propriedades bioquimicas serem
semelhantes. Essa enzima foi identificada a partir de uma
cepa clinica de P. aeruginosa isolada em um hospital de
Flandres, na Bélgica. Os parametros cinéticos de BEL-1
mostraram sua atividade de amplo espectro contra a maioria
dos B-lactamicos, incluindo cefalosporinas de espectro
estendido e aztreonam, além de baixa suscetibilidade a
sulbactam e tazobactam. Conforme observado com muitas
ESBLs, BEL-1 possui baixa afinidade por ceftazidima. Sua
atividade é muito bem inibida por &cido clavulanico e em menor
escala por moxalactam, sendo também inibida por imipenem
(como observado para VEB-1 e GES-1) e por cefoxitina
(conforme observado para VEB-1). O gene bla,, , esta na
forma de um cassete génico que faz parte de um integron de
classe 1, localizado em um transposon cromossémico.®®

Cefalosporinases (enzimas AmpC)

Parte da resisténcia intrinseca aos B-lactamicos é
ocasionada pela producdo de uma enzima codificada
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cromossomicamente, a AmpC, da classe C de Ambler.?Y A
hiperproducdo dessa enzima, chamada desrepresséo esta-
vel, € o mecanismo mais frequentemente responsavel pela
resisténcia a cefalosporinas de terceira geracdo. Sendo
cefoxitina utilizada como marcador das cepas produtoras de
AmpC.®3 O gene que codifica a AmpC (geralmente reprimido)
pode ser induzido pela exposicdo bacteriana a baixas
concentragdes de antibidticos B-lactamicos, particularmente,
0 imipenem,®Y e por inibidores de B-lactamases, como o
acido clavulanico.® Desse modo, ocorre a produgéo rever-
sivel da enzima.®? Disso decorre que um isolado inicialmente
sensivel a cefalosporinas de amplo espectro pode desen-
volver resisténcia a partir do inicio da terapia, por meio da
inducdo dessa enzima.*? Também pode ocorrer uma
producdo constante de AmpC, desencadeada por muta-
¢Oes.Y

Embora o nivel da resisténcia dependa do grau da
desrepressdo,®® em P. aeruginosa, esse mecanismo
costuma ser responsavel pela resisténcia aos B-lactamicos
(incluindo cefalosporinas de amplo espectro), com excecao
dos carbapenémicos.?) Geralmente, a enzima é produzida
em baixas quantidades e determina resisténcia a amino-
penicilinas e & maioria das primeiras cefalosporinas. A ativi-
dade da AmpC néao é inibida por inibidores de B-lactamases
usados na pratica clinica, como &cido clavulanico, sulbactam
e tazobactam.®

A existéncia de plasmidios transferiveis que podem
adquirir genes para enzimas do tipo AmpC torna possivel o
advento dessa resisténcia em bactérias que nao a possuem
ou em bactérias que expressem fracamente o gene cromos-
sémico bIaAmpC,<12>embora cefalosporinases mediadas por
plasmidios ainda ndo tenham sido encontradas em P.
aeruginosa.®

B-lactamases da classe D de Ambler

A classe D de B-lactamases abrange ESBLs do tipo
OXA-18, OXA-2, OXA-10 (PSE-2), OXA-21, ARI-1 (Acinetobacter
Resistant to Imipenem). Essas enzimas possuem carac-
teristicas variadas,® mas sdo estruturalmente relacionadas
e exibem uma 6tima atividade hidrolitica contra oxacilina e
compostos similares.®?

As classicas enzimas OXA (OXA-1, OXA-2, OXA-10)
determinam resisténcia a carboxipenicilinas e ureidope-
nicilinas, mas ndo a ceftazidima. Por isso, oxacilinases que
hidrolisam ceftazidima tém a maior importancia clinica. Seu
espectro hidrolitico também inclui cefotaxima, cefepima,
cefpiroma, aztreonam e moxalactam. Com excec¢do de OXA-
18, que é totalmente inibida por acido clavulanico e cujas
propriedades hidroliticas se assemelham as das ESBLs da
classe A, a atividade dessas enzimas ndo é suprimida por
inibidores de B-lactamases.®®

A maioria das oxacilinases de espectro estendido é
codificada por genes localizados em plasmidios ou integrons,
0 que contribui para sua disseminacgéo e para sua prevaléncia
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aumentada em isolados de P. aeruginosa.®® Assim, a
despeito do espectro estreito (aminopenicilinas, carboxipe-
nicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda geracdes)
apresentado pela maioria das variantes OXA, a crescente
importancia clinica dessa classe se deve a sua atividade em
potencial contra carbapenémicos e cefalosporinas de amplo
espectro.t? De fato, varias oxacilinases (OXA-2, OXA-10 e
OXA-18) que possuem perfis de substrato ampliados,
incluindo cefalosporinas de espectro estendido, tém sido
reportadas em P. aeruginosa.*? Essas enzimas tém sido
reportadas na Turquia e na Francga, especificamente em P.
aeruginosa.®

Metalo-B-lactamases

Enquanto as B-lactamases das familias A, C e D de
Ambler usam um residuo de serina como nucledfilo para a
catélise, as metalo-B-lactamases (MBLs), inseridas na classe
B de Ambler e na classe 3 de Bush-Jacoby-Medeiros, utilizam
cations divalentes, geralmente, Zn*2, como cofator para sua
atividade catalitica. Outra caracteristica que diferencia as
MBLs das serina-B-lactamases é a baixa suscetibilidade aos
inibidores de B-lactamases (tazobactam, sulbactam e acido
clavulanico). Além disso, as MBLs possuem atividade contra
os carbapenémicos, ndo hidrolisam os monobactamicos,
como o aztreonam, e sdo inibidas por agentes quelantes.®V
Geralmente, as linhagens produtoras de MBLs demonstram
resisténcia a multiplos antimicrobianos B-lactamicos, inclu-
indo cefalosporinas, penicilinas e carbapenémicos (imipe-
nem e meropenem).“® A produgao de metalcarbapenemases
€ um dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos
mais emergentes em P. aeruginosa.®? Ademais, a maioria
dos cassetes génicos que carregam uma MBL também
contém um gene aacA4 que confere resisténcia a amicacina,
neomicina e estreptomicina, da classe dos aminoglico-
sideos.®

A partir do inicio da década de 1990, uma grande
diversidade de novos genes que codificam MBLs tem sido
descrita em patégenos clinicamente importantes, como P.
aeruginosa.*? Em P. aeruginosa, os genes de MBLs se
localizam em estruturas moéveis.@) Até o momento, séo
conhecidas seis subclasses de MBLs adquiridas: IMP
(Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM (S&o Paulo
Metallo-S-lactamase), GIM (German Imipenemase), SIM
(Seoul Imipenemase) e, mais recentemente, AIM (Australian
Imipenemase).“® Em P. aeruginosa, ja foram identificados
os tipos IMP, VIM, SPM e GIM.®

A diversidade de MBLs tem aumentado nos ultimos
anos. No Brasil, ha descricdo de ocorréncia de isolados de
P. aeruginosa carreando genes bla,,,, bla¥* bla_, e
bla,,,,-*? A disseminagéo de P. aeruginosa produtora dessas
enzimas parece estar mais relacionada a clones especificos
do que a transferéncia horizontal de genes, apesar de serem
mediados por plasmidios transferiveis.?? E importante notar
gue esses isolados foram encontrados quase unicamente

no ambiente hospitalar, e as linhagens produtoras de MBLs
tém sido identificadas entre os principais patdgenos noso-
comiais.?

A primeira carbapenemase comprovada em P. aeru-
ginosa foi a IMP-1, encontrada no Jap&o durante um estudo
entre 1992 e 1994. Em 2002, a IMP-16 foi encontrada em
uma cepa de P. aeruginosa no Brasil.*® Os genes para as
enzimas IMP costumam ser encontrados em cassetes
génicos em integrons das classes 1 e 3, ho cromossomo ou
em plasmidios.®?

Em 1999, em Verona, ltdlia, foi identificada a VIM-1, a
partir de uma amostra de P. aeruginosa.?® As enzimas VIM
assemelham-se as IMPs, considerando suas propriedades
hidroliticas. Ambas hidrolisam rapidamente penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos.“® O gene para VIM-1 é
parte de um cassete génico inserido em um integron de
classe 1 que carrega, ainda, um gene de resisténcia a
aminoglicosideos, aacA4. VIM-2, intimamente relacionada a
VIM-1, foi originalmente identificada em um isolado de P.
aeruginosa da corrente sanguinea de um paciente neutro-
pénico, em Marselha, sul da Franga, e seu gene foi localizado
em um plasmidio.®®

Também, foi detectada, em 1999, pela primeira vez, a
enzima SPM-1,(? a partir de uma amostra clinica de P.
aeruginosa recuperada do trato urinario de um paciente hospi-
talizado no complexo Hospital Sdo Paulo, da Universidade
Federal de S&do Paulo.®® Sua sequéncia de aminoacidos
difere consideravelmente das encontradas nos tipos IMP e
VIM. Essa diferenga confere maior forca de ligagéo e hidrdlise
dos B-lactamicos a SPM-1,42 que se liga a cefalosporinas
mais fortemente do que a penicilinas.®® O gene bla_,, , faz
parte de uma ilha de patogenicidade gendmica movel loca-
lizada em um plasmidio. Visto que, até 0 momento, a enzima
SPM-1 néo foi identificada em nenhum outro microrganismo,
acredita-se que o gene que a codifica esteja especificamente
relacionado a P. aeruginosa.®? Os isolados produtores de
enzimas SPM-1 parecem ser endémicos e provocar altos
indices de mortalidade.® Além de S&o Paulo, sua ocorréncia
ja foi relatada em outros estados do Brasil.?? Mais recente-
mente, a enzima SPM foi relatada na Suica.®?

Em 2002, a quarta subclasse de MBL adquirida, GIM-1,
foi reportada em uma amostra clinica de P. aeruginosa
proveniente da Alemanha. Sua sequéncia de aminoacidos
possui baixa identidade com outros genes de MPLs de
importancia clinica. Apesar de apresentar um perfil hidrolitico
similar ao de IMP-1, GIM-1 é uma enzima consideravelmente
mais fraca. O bla,,, , esta situado em um cassete génico em
integrons de classe 1, contido em um plasmidio, como
observado na maior parte dos genes para MfLs.?

Recentemente, em Florenca, ltalia, foi encontrada uma
nova MBL, denominada FIM-1 (Florence Imipenemase), a
partir de um isolado clinico de P. aeruginosa multirresistente,
gue apresentava 0 gene para a enzima inserido no cromos-
somo. Seus substratos preferenciais sdo penicilinas e
carbapenémicos.®)
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BOMBAS DE EFLUXO

A habilidade de bombear antibiéticos para fora das
células é a forma mais comum de resisténcia a maioria das
classes de antibioticos.*¥ Em P. aeruginosa, o efluxo ativo é
um importante mecanismo ndo enzimatico de resisténcia
aos PB-lactamicos.®® Além de antibidticos, biocidas e deter-
gentes, essas bombas exportam diversas outras molé-
culas.® A expressao de bombas de efluxo € um dos meca-
nismos responsaveis pela resisténcia antimicrobiana em
biofilmes.)

Os genes que codificam bombas de efluxo localizados
no cromossomo estao frequentemente relacionados a
resisténcia intrinseca. A resisténcia adquirida pode ocorrer
devido a mutagdo e amplificagdo dos genes que codificam
transportadores multidrogas, alterando seu nivel de expres-
sdo ou atividade, a mutacBes em genes especificos ou genes
regulatérios globais, resultando em uma maior expresséo
desses transportadores, e transferéncia de genes entre
bactérias, através de plasmidios ou transposons.@®

Uma bomba de efluxo pode apresentar especificidade
por um determinado substrato®? ou pode agir sobre uma
ampla variedade de drogas (bombas de efluxo multidrogas),
de forma que um Unico sistema de efluxo pode diminuir a
suscetibilidade da célula a um amplo espectro de anti-
microbianos, o que representa um dos principais problemas
em medicina.®

De acordo com a estrutura, a fonte de energia utilizada
e os tipos de moléculas exportadas, os sistemas de efluxo
sdo classificados em seis familias: major facilitator
superfamily (MFS), ATP-binding cassette (ABC) superfamily,
small multidrug resistance (SMR) family, resistance-
nodulation-division (RND) superfamily, multidrug and toxic
compound extrusion (MATE) e drug metabolite transporter
(DMT) superfamily.® Os sistemas de efluxo de maior rele-
vancia clinica em bactérias Gram-negativas sao os da familia
RND, varios dos quais sdo expressos por P. aeruginosa.
Dentre eles, MexA-MexB-OprM, MexC-MexD-OprJ, MexE-
MexF-OprN e MexX-MexY-OprM s&o determinantes signifi-
cativos para a resisténcia a diversas drogas.?” Essas bom-
bas sdo sistemas com trés componentes. O primeiro com-
ponente é uma proteina localizada na membrana cito-
plasmatica (MexB, MexD, MexF e MexY), que opera como uma
bomba dependente de energia com ampla especificidade
de substratos. O segundo componente € uma proteina de
membrana externa, uma porina (OprM, OprJ e OprN). E a
terceira proteina (MexA, MexC, MexE e MexX) se localiza no
espaco periplasmatico e liga as outras duas.®® A energia
utilizada para o transporte pode ser proveniente da hidrélise
de trifosfato de adenosina (ATP) ou do gradiente eletro-
qguimico de protons.®?®

Em 1993, foi descoberto o primeiro sistema de efluxo
multidrogas do tipo RND, em P. aeruginosa, o MexAB-
OprM.@" Esse sistema remove B-lactamicos, cloranfenicol,
macrolideos, novobiocina, sulfonamidas, tetraciclina e
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trimetoprima, assim como varios corantes e detergentes.
MexAB-OprM é o sistema de efluxo mais comum, e sua
superexpressao resulta em resisténcia as quinolonas,
penicilinas e cefalosporinas. A sensibilidade ao merope-
nem também pode ser reduzida.®? Esse sistema contribui
para a resisténcia natural de P. aeruginosa a inibidores de
B-lactamases e sua expressdo constitutiva produz resis-
téncia intrinseca a fluoroquinolonas.®® A superproducao
de MexAB-OprM, geralmente, é resultado da transcrigédo
aumentada do operon mexA-mexB-oprM, devido a muta-
¢Bes no gene cromossomal que codifica a proteina repres-
sora MexR.®®)

O sistema MexXY, descoberto em 1999, no Japao, é
um determinante significativo de resisténcia a aminoglico-
sideos somente em P. aeruginosa, com muitos relatos de
isolados clinicos durante a Ultima década.®” O sistema
MexXY-OprM é expresso constitutivamente em cepas de P.
aeruginosa, o que pode conferir multirresisténcia intrinseca,
caso haja sua indugdo por concentragdes subinibitérias de
seus substratos. MexXY-OprM é capaz de exportar, além dos
aminoglicosideos, tetraciclina.®? Também foi observado que
ele participa da resisténcia a quinolonas, macrolideos,
cloranfenicol, lincomicina e a maioria dos B-lactamicos.
Observou-se que, em P. aeruginosa, esse sistema funciona
cooperativamente com OprM.?" As proteinas MexXY podem
ser constitutivamente superproduzidas devido a mutacdes
no repressor mexZ,*® o qual controla negativamente a expres-
sdo do operon.®@?

Os sistemas MexCD-OprJ e MexEF-OprN participam
da resisténcia adquirida ao serem induzidos por alguns
substratos.*? O operon mexC-mexD-oprJ é superexpresso
em P. aeruginosa com muta¢fes no gene nfxB, que codifica
um repressor transcricional do operon.®® O perfil de substrato
de MexCD-OprJ abrange B-lactamicos, fluoroquinolonas,
macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina, novobiocina, trimeto-
prima e outros compostos.?®® A expressdo desse sistema é
induzida por biocidas catidénicos, o que sugere que ocorre
em resposta a danos na membrana.®® Ja o operon mexE-
mexF-oprN determina resisténcia a quinolonas, cloranfenicol
e trimetoprima, sendo superexpresso em P. aeruginosa com
mutacdes no gene nfxC.*® A expressdo de MexEF-OprN
depende da presenca da proteina MexT,® que atua como
ativadora pos-transcricional.??

PERDA DE PORINAS

Em bactérias Gram-negativas, a penetragdo de com-
postos hidrofilicos e a excre¢ao de metabdlitos sdo mediadas
por canais proteicos inespecificos de difusdo, as porinas.®?
A modificacdo de porinas na membrana externa de P. aeru-
ginosa pode conferir permeabilidade diminuida a diversos
antibioticos.® A auséncia dessas porinas em P. aeruginosa
confere resisténcia intrinseca a um grande nuimero de
antibidticos,®V e sua perda ou expresséao reduzida ainda néao
foi relacionada a elementos genéticos moéveis.*?
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Geralmente, os carbapenémicos, antibiéticos peque-
nos e hidrofilicos, penetram na célula de P. aeruginosa
através de porinas.®” Essa classe é usada como ultimo
recurso terapéutico diante de infec¢cbes hospitalares
causadas por Gram-negativos resistentes aos demais
antibidticos.® A producédo de enzimas carbapenemases,
principalmente, as MBLs, € o mecanismo mais grave de
resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa.®® Mas,
na auséncia dessas enzimas, 0 mecanismo mais comum
de resisténcia aos carbapenémicos é a perda de
porinas.®@V

A principal porina para entrada dos carbapenémicos
em P. aeruginosa é a OprD, cuja inativagdo por mutagfes
tem sido documentada como causadora de resisténcia ao
imipenem e, em menor escala, ao meropenem e ao dori-
penem.C% A OprD é uma porina que forma estreitos canais
transmembranares, acessiveis a carbapenémicos, mas nao
a outros B-lactamicos.®® As mutacdes no gene oprD podem
conduzir a inativagédo da OprD, com perda da porina na mem-
brana externa, o que aumenta as concentragées inibitérias
minimas (CIMs) para os carbapenémicos. Menos frequente-
mente, a regulacdo negativa do gene oprD pode acontecer
em mutantes nos quais MexEF-OprN é superexpresso,
mediante o regulador MexT.G9 Além dos mecanismos ja
citados, a reduzida sensibilidade ao imipenem pode resultar
da presenca de PBPs com baixa afinidade por carba-
penémicos.®

A porina OprE, homdloga a OprD, tem como
substratos especificos as cefalosporinas, de forma que
sua deficiéncia prejudica a sensibilidade bacteriana a
essa classe de antimicrobianos.®? Mas, em P. aeruginosa,
a principal porina expressa é a OprF, a qual permite a
entrada de diversos substratos e, por isso, é considerada
inespecifica.®® Provavelmente, essa é a porina mais
utilizada para penetracdo da maioria dos B-lactamicos na
célula bacteriana.®

RESISTENCIA A FLUOROQUINOLONAS

Os principais mecanismos de resisténcia as fluoro-
quinolonas em P. aeruginosa se baseiam em alteracdes na
DNA-girase e/ou na topoisomerase IV (alvos das fluoro-
quinolonas), provocadas por muta¢gfes cromossdmicas nos
genes que as codificam, e em mutacdes nos genes que
regulam a expressdo dos sistemas de efluxo. Ha trés
mecanismos descritos de resisténcia a quinolonas mediada
por genes plasmidicos. Um desses genes, gepA, codifica
uma bomba de efluxo pertencente a MFS.®% O segundo
mecanismo é uma aminoglisosideo-N-acetiltransferase,
capaz de modificar uma amina secundaria nas fluoroqui-
nolonas, conduzindo a uma atividade reduzida.*® O terceiro
mecanismo, a proteina QnrA, faz parte de um grupo de
proteinas codificadas por determinantes gnr e se liga a DNA
girase e a topoisomerase 1V, de forma a impedir sua ligacéo
com as quinolonas.®®
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RESISTENCIA A AMINOGLICOSIDEOS

A resisténcia aos aminoglicosideos tem sido descrita
como um processo multifatorial, decorrente do somatério de
diferentes mecanismos de resisténcia.?® Os mecanismos
mais comuns de resisténcia adquirida sdo a atividade de
enzimas modificadoras, sistemas de efluxo ativo e reducao
da permeabilidade da célula bacteriana.®® Pode ocorrer,
ainda, alteracdo dos ribossomos por mutagdo, que reduz
sua afinidade para esses antibidticos, e protegdo ribosso-
mal®® pela metilacéo sitio-especifica da subunidade 16S do
rRNA (RNA ribossémico), realizada por enzimas metilases
16S rRNA.®

As enzimas modificadoras de aminoglicosideos, codifi-
cadas por plasmidios, reduzem a afinidade de ligacdo dos
antibiéticos modificados a alvos na célula bacteriana, a
subunidade ribossomal 30S.%® Os aminoglicosideos séo
inativados enzimaticamente por reacfes de fosforilacéo
(através das aminoglicosideo-fosforiltransferases, APHSs),
acetilagdo (por acdo das aminoglicosideo-acetiltransferases,
AACSs) e adenilagédo (por intermédio das aminoglicosideo-
nucleoditiltransferases, ANTs).(9 As enzimas mais frequente-
mente expressas por P. aeruginosa sdo: AAC(6")-l, que confere
resisténcia a gentamicina, tobramicina e netilmicina; AAC(3)-
I, que determina resisténcia a gentamicina; AAC(3)-1l, com o
mesmo perfil de resisténcia da AAC(6")-1l; AAC(6')-I, de resis-
téncia a tobramicina, netilmicina e amicacina; e ANT(2)-l, que
confere resisténcia a gentamicina e tobramicina.®® Além disso,
o aminoglicosideo-3'-adenililtransferase confere resisténcia
a estreptomicina e espectinomicina.*®

A producdo de uma metilase de rRNA 16S, recente-
mente, emergiu como um mecanismo de alto nivel de
resisténcia aos aminoglicosideos do grupo das desoxies-
treptaminas 4,6-dissubstituidas, tais como amicacina, tobra-
micina e gentamicina.®® A metiltransferase ribossomal A
(RmtA) e a RmtD s&o enzimas que realizam a metilagdo do
rRNA 16S.%® Todos os genes responsaveis pelas metil-
transferases de rRNA 16S foram encontrados associados a
transposons ou elementos semelhantes.?

RESISTENCIA A POLIMIXINAS

As polimixinas sdo moléculas anfipaticas tensoativas,
capazes de interagir com os fosfolipideos das membranas
celulares, o que altera a permeabilidade celular.®? Conse-
guentemente, a resisténcia as polimixinas pode ser pro-
vocada por mutagBes que alteram a constituicdo da mem-
brana externa da bactéria, através de reducao de proteinas
especificas da membrana externa, reducédo do contetdo de
ions de magnésio e calcio e alteragGes lipidicas.*®

CONCLUSAO

P. aeruginosa apresenta diversos mecanismos de
resisténcia intrinseca e adquirida, o que, frequentemente,
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resulta em uma multirresisténcia, favorecida pelo intenso
uso de antibidticos nos ambientes hospitalares. A limitagdo
crescente das alternativas terapéuticas eficazes contra
infeccbes por P. aeruginosa enaltece a importancia de se
esclarecerem os mecanismos celulares, moleculares e
genéticos que fundamentam a resisténcia.

Para além do campo teodrico/experimental, sdo cada
vez mais urgentes medidas de controle de infec¢cdes
hospitalares, capazes de prevenir a transmissdo de cepas
resistentes, bem como o uso criterioso dos antimicrobianos.
Também é essencial a implementagdo e manutencdo de
um programa de monitoramento que permita a vigilancia
destas cepas multirresistentes, possibilitando detectar,
avaliar e minimizar a sua circulagcdo em ambientes hospita-
lares e cujos dados permitam integrar e fortalecer os servigos
de saude.

Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a bacterium of great importance for
immunocompromised individuals. In Brazil, it is one of the leading
causes of hospital infections and can cause many types of infections.
Currently, one of the biggest challenges in infections caused by P.
aeruginosa is the resistance presented against numerous
antimicrobials. In addition to the intrinsic resistance of P. aeruginosa,
inherent in the species, this bacterium easily acquire additional
mechanisms of resistance via mutation and acquisition of mobile
genetic elements, for example. Accordingly, P. aeruginosa is
considered a multidrug-resistant pathogen, which limits the
therapeutic alternatives able to fight it. Therefore, understanding the
mechanisms that lead to this resistance is of utmost importance to
tackle infections by P. aeruginosa.

Keywords
Pseudomonas aeruginosa; Drug resistance, Multiple, Bacterial;
Cross infection
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