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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Melise Chaves Silveira

O surgimento de bactérias Gram-negativas resistentes a drogas tem sido progressivo e
alarmante. Entre os patdgenos de particular importancia estd Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes a drogas (MDR). Um clone epidémico de P. aeruginosa MDR produtor da
metalo-pB-lactamase SPM-1, chamado clone SP (ST277), tem sido encontrado em diferentes
estados brasileiros. O gene blaspm-1 foi descrito em uma estrutura genética chamada ISCR4,
responsavel pela sua mobilizagéo e expressdo. Alem do gene blaspm-1, tem sido descrito, neste
clone, a presenca de um integron de classe | carreando genes de resisténcia (In163) e um
elemento genético ISCR14 carreando uma metilase de RNAr 16S (rmtD), que confere
resisténcia a altas concentracdes de aminoglicosideos. Este tipo de associacao resulta em um
perfil de resisténcia extremamente preocupante. Assim, este estudo teve como objetivo
investigar a contexto genético dos genes blasppm1 € rmtD, além de caracterizar mutaces em
genes cromossomais associados a multirresisténcia a antimicrobianos em amostras de P.
aeruginosa pertencentes ao clone ST277, através de Sourthen blot e sequenciamento de nova
geracdo. A partir de 50 amostras de P. aeruginosa MDR isoladas entre 2007 e 2010, foram
selecionadas 13 amostras pertencentes ao ST277 (através de MLST) que apresentaram
positividade para blaspm-1 €/ou rmtD e In163 (através de PCR), sendo 12 do clone SP (A) e
uma de um clone diferente, M, através de PFGE. Através de restricio do DNA com as
enzimas de restricdo Spel e Xbal, e posterior hibridacdo com sondas dos genes alvos (blaspm-1,
rmtD e In163) foi possivel observar que os genes alvos encontravam-se em fragmentos
distintos e que a amostra do clone M apresentou um perfil de hibridacéo diferentes das demais
amostras demonstrando a ocorréncia de varios rearranjos na mesma, indicando uma maior
distancia evolutiva. A partir destes resultados, selecionamos 6 amostras para sequenciamento
total do genoma utilizando a plataforma de sequenciamento MiSeq da Illumina. Através de
sucessivas analises - que incluiram os contigs gerados na montagem de novo, montagens por
referéncia e alinhamentos par a par- chegamos a uma regido de 239.648pb onde estavam
contidos o0 In163 e 0 ISCR14 carreando rmtD, inseridos em uma ilha genémica incorporada
ao cromossomo bacteriano. O gene blaspm-1 inserido no ISCR4 foi encontrado em uma regiao
de 13.959pb, que incluia genes relacionados a plasmidios e transposons, contudo ainda nao
sabemos se esse elemento esta incorporado ao cromossomo, ou livre em forma de plasmidio.
Através da analise das mutacGes em genes cromossdmicos associados a resisténcia a
antimicrobianos, encontramos mutacdes nos genes oprD, ampD, mexZ, mexS, mexT, gyrA e
parC que foram comuns as 6 amostras sequenciadas do ST277. Isso explicaria o fenotipo
MDR nas amostras negativas para rmtD e/ou blaspm-1. Além disso, como estas amostras foram
isoladas em estados e anos distintos, acreditamos que essas mutacdes sejam caracteristicas do
ST277, o que pode ser um dos fatores associados a distribuicdo epidémica deste clone no
Brasil.

Vi
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Melise Chaves Silveira

The development of antimicrobial resistance among Gram-negative pathogens has been
progressive and relentless. A pathogen of particular concern is multidrug-resistant (MDR)
Pseudomonas aeruginosa. An epidemic clone of MDR P. aeruginosa producing the metallo-
B-lactamase SPM-1, named SP clone (ST277), has been found in different Brazilian states.
The blaspm-1 gene has been described in a genetic structure called ISCR4, responsible for its
mobilization and expression. Besides the blaspm-1 gene, it has been described in this clone, a
classe I integron (In163) carrying resistance genes and the genetic element ISCR14 carrying a
16S rRNA metilase (rmtD), that confers resistance to high concentrations of aminoglycosides.
This kind of association results in an extremely worrisome profile of resistance. Thus, this
work aimed to investigate the genetic background of blaspm.1 and rmtD genes and to
characterize mutations in chromosomal genes associated with multidrug resistance in P.
aeruginosa isolates belonging to ST277 clone, using Sourthen blot and next-generation
sequencing. From 50 MDR P. aeruginosa isolates recovered from 2007 to 2010,there were
selected 13 blaspm-1 and/or rmtD-positive isolates (by PCR) belonging to ST277 (by MLST),
12 from SP (A) clone and one from a different PFGE clone (M). By DNA digestion with Spel
and Xbal restriction enzymes, and subsequent hybridization with probes for target genes
(blaspm-1, rmtD and In163), it was observed that the target genes were in separate fragments,
and that the M clone isolate showed a different profile compared with the other isolates,
indicating various rearrangements, suggesting a greater evolutionary distance. With these
results, 6 isolates were selected for whole genome sequencing by Illumina MiSeq platform.
Through successive analyzes — which included de novo assembly contigs, map to reference
assemblies and pairwise alignments- we came up to a 239648pb region containing the In163
and ISCR14 inserted into a genomic island incorporated into bacterial chromosome. The
blaspm-1 gene was inserted into ISCR4, found in a 13950pb region, which included genes
related to plasmids and transposons, however we do not know whether this elements
chromosomal or plasmidial. Through analysis of chromosomal genes mutations associated
with multidrug resistance, we found mutations in oprD, ampD, mexZ, mexS, mexT, gyrA e
parC genes, which were common to the 6 ST277 isolates sequenced. This would explain the
MDR phenotype in blaspm.1 and/or rmtD negative isolates. Furthermore, since these
microorganisms were isolated in different years and states, we believe these mutations are
ST277 characteristic, which may be one of the factors associated with the epidemic
characteristics of this clone.

Vi
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1. INTRODUCAO

A multirresisténcia bacteriana € um importante problema de saude publica, primeiro
porque prejudica o regime de tratamento empirico, atrasando a administragdo da
antibioticoterapia adequada, e segundo porque reduz as opg¢des terapéuticas apropriadas.
Esses fatores, em conjunto, aumentam os niveis de mortalidade, fazendo com que medidas
que limitem a disseminacdo de amostras multirresistentes (MDR) sejam consideradas
prioridades no controle de infec¢des hospitalares (1).

Bactérias MDR funcionam como reservatérios de multiplos elementos genéticos —
como genes, transposons, plasmidios e integrons - que conferem a elas o fendtipo de
resisténcia. Uma cepa bacteriana “bem sucedida” ¢ um veiculo extremamente eficaz para
disseminagdo desses elementos, pois eles podem ser transmitidos tanto verticalmente entre

seus descendentes, quanto horizontalmente para outras amostras, espécies ou até géneros (1).

O desenvolvimento de resisténcia entre patdgenos Gram-negativos tem sido progressivo
e preocupante. Patdgenos de particular importancia incluem Enterobacteriaceae produtoras
de p-lactamases de amplo espectro, Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenemas e

Pseudomonas aeruginosa multirresistentes a drogas (2).

1.1. Pseudomonas aeruginosa, caracteristicas gerais

P. aeruginosa é um bastonete Gram-negativo (0.5a 1,0 x 1,5 a 5 um), movel atraves de
flagelo polar monotriquio, reto ou levemente curvo. E um ndo fermentador de glicose, que
utiliza carboidratos para seu metabolismo respiratorio, com o oxigénio como aceptor final de
elétrons. Embora seja definido como aerdbio obrigatorio, pode crescer em condi¢cdes de

anaerobiose utilizando nitrato ou a arginina como aceptor alternativo de elétrons (3).

Sdo organismos amplamente distribuidos no solo, na matéria organica em
decomposicdo, na vegetacdo e na dgua, mas também sdo encontrados no ambiente hospitalar,
distribuidos em varios reservatorios, como solucdes, alimentos, equipamentos de respiracao
artificial e de dialise. A tentativa de eliminar esses microrganismos do ambiente hospitalar é
ineficiente, pois se encontram amplamente presentes em suprimentos hidricos, no mundo todo
@).

P. aeruginosa possui uma necessidade nutricional minima, sendo capaz de utilizar
muitos compostos organicos como fonte de carbono e nitrogénio; consegue tolerar uma ampla
variedade de temperatura (4°C a 42°C); e € resistente a maioria dos desinfetantes. Estes

fatores auxiliam na sua caracteristica ubiqua na natureza (3).
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Esta bactéria € pouco frequente como constituinte da microbiota de individuos
saudaveis, podendo ser encontrada nas axilas, perineo, trato respiratorio, faringe e fezes. Em
pacientes hospitalizados, o aumento da frequéncia de colonizagdo tem relacdo direta com o
tempo de hospitalizacdo e 0 uso de quimioterapia ou antibioticoterapia com antimicrobianos
de amplo espectro (4).

Normalmente, a identificacdo laboratorial de P. aeruginosa é facil. Crescem sem
dificuldade em meios comuns de isolamento, como Agar sangue e MacConkey (3). As
colonias, geralmente, sdo grandes, planas, com borda em difusdo, e frequentemente, tém
aparéncia de “pele de crocodilo” exibindo brilho metalico, possuem odor de uvas
caracteristico e produzem pigmentos hidrossollveis, tais como, pioverdina (pigmento
fluorescente também produzido por outras espécies de Pseudomonas pertencentes ao Grupo
Fluorescente) e um pigmento azul caracteristico, a piocianina. A combinacdo destes dois
pigmentos é responsavel pela cor verde brilhante, caracteristica patognomonica das col6nias

de P. aeruginosa (5).

O genoma da P. aeruginosa (de 5 a 7Mb) esta entre um dos maiores entre 0s procariotos
do mundo todo, sendo que 0,3% desses genes codificam proteinas envolvidas na resisténcia a
antibioticos (6). Uma das razdes para o grande tamanho do genoma de P. aeruginosa € que,
diferente dos patdgenos humanos e animais, que sdo intracelulares obrigatorios e dependem
das células do hospedeiro para prover muitas de suas exigéncias nutricionais, P. aeruginosa €
uma bactéria de vida livre e um patdgeno oportunista que deve ser nutricionalmente

independente (7).

O grande tamanho e complexidade do seu genoma é provavelmente a base para a
capacidade da bactéria ndo sé prosperar em ambientes diversos e de infectar grande variedade

de locais do corpo, mas também para resistir a um grande nimero de agentes antimicrobianos.

1.2. Importéancia Clinica

Dentre os bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores, a P. aeruginosa é a espécie
isolada com maior frequéncia em infeccBes humanas. Essa bactéria € um patogeno versatil,
com a habilidade de causar diversos tipos de doencas clinicas. Dentre elas, podemos citar
infeccdes do trato respiratorio inferior, infecces primarias e secundarias da pele, infec¢des do
trato urinario, infecgbes oculares, bacteremia, endocardite, entre outras infeccdes (8, 9, 10,
11).

Estudos epidemiologicos sobre a participacdo de P. aeruginosa em uma série de

infeccbes humanas sdo feitos por alguns sistemas de vigilancia associados a programas
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internacionais. O acesso a esses dados no Brasil ainda é muito limitado, devido a escassez de
trabalhos cientificos nacionais. Assim, muitas vezes nos baseamos nos sistemas internacionais

para inferirmos dados relativos a amostras isoladas no Brasil (9).

Um estudo feito pelo SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, no periodo de
2008 a 2010, com o objetivo de estimar as taxas de resisténcia em bacilos Gram-negativos na
América Latina, mostrou que P. aeruginosa era o principal patégeno causador de pneumonia
(31,2%) e o terceiro em infecgdes de pele e tecidos moles (13,8%), entre pacientes
hospitalizados (9).

Considerando estudos feitos em hospitais no Brasil, entre os anos de 2003 e 2008, a P.
aeruginosa foi a causa mais frequente de infec¢des do trato respiratério, a segunda causa mais
frequente de infeccBes urinarias e infeccdes de ferida cirdrgica, e 0 quinto patdgeno mais

comum em infec¢des de corrente sanguinea (12)

Esse microrganismo é o principal patogeno, tanto em importancia quanto em
prevaléncia, encontrado no pulmdo dos pacientes com fibrose cistica. Em geral, as criancas
com infeccdo por P. aeruginosa apresentam uma reducdo da expectativa de vida de cerca de
10 anos, quando comparados aquelas sem infeccéo pela bactéria (13).

Uma extensa colecdo de fatores de viruléncia esta relacionada a grande diversidade de
infeccdes que podem ser causadas por P. aeruginosa, e a gravidade das mesmas. A secrecdo
de fatores de viruléncia através, principalmente, do sistema de secrecdo do tipo Ill, aumenta a
gravidade dessas infeccdes (14). A regulacdo da secrecdo de alguns fatores de viruléncia
como exotoxina A, elastase, pioverdina, rhamnolipidios e moléculas formadores do biofilme,

ocorre por meio do sistema de sinalizacdo bacteriana chamado quorum-sensing (QS) (15).

A habilidade de formar biofilme confere a essa bactéria maior resisténcia aos
antimicrobianos quando comparada com aquelas ndo produtoras, adicionado ao fato do
biofilme parecer ser capaz de inibir a fagocitose pelas células do sistema imune, conferindo

assim uma vantagem na protecdo bacteriana (16).

1.3. Tratamento e Resisténcia aos Antimicrobianos

As infeccBes por P. aeruginosa sdo de dificil tratamento devido a existéncia de
limitadas escolhas terapéuticas. Essa espécie é intrinsecamente resistente a varias classes de
antibioticos, além de ser capaz de se tornar resistente devido a aquisicdo de novos

mecanismos (14).

As opgcdes terapéuticas para o tratamento das infeccbes por P. aeruginosa incluem trés

grandes grupos baseado em seus mecanismos de agdo: aminoglicosideos (interferem na
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sintese de proteinas) como gentamicina e amicacina; B-lactamicos (inibidores da sintese da
parede celular) como piperacilina, ticarcilina, cefalosporinas de terceira e quarta geracéo
(ceftazidima e cefepime) e carbapenemas (imipenem e meropenem); ou fluoroquinolonas

(interferem na replicacdo), como a ciprofloxaxina (17).

Devido as altas taxas de resisténcia em P. aeruginosa, uma estratégia utilizada é a
terapia combinada, sendo mais utilizada a combinacdo de um p-lactdmico e um
aminoglicosideo. O uso da terapia combinada € sustentado pela ampla cobertura empirica
oferecida pelo uso de dois agentes com diferentes espectros de ac¢do, no entanto, a eficiéncia
desse método em relacdo a monoterapia tem sido questionada (2,18).

Bactérias Gram-negativas MDR sdo uma ameaca a pacientes hospitalizados, sendo
associadas a taxas de mortalidade que variam de 30 a 70%. O uso inapropriado de
antimicrobianos de amplo espectro contribui para emergéncia de microrganismos com esse
perfil de resisténcia, uma vez que eles alteram o nicho ecoldgico do paciente, promovendo

uma vantagem de crescimento seletiva para organismos MDR (18, 19).

Nas ultimas decadas, tem sido observado um aumento dos surtos hospitalares causados
por clones de P. aeruginosa MDR (19), um perfil diferente do obervado por Bonten e
colaboradores em 1999, quando essa bactéria foi associada a infec¢bes oportunistas,
endémicas e policlonais (20). P. arruginosa MDR estdo entre os patdgenos que demandam

maiores preocupacdes no cenario mundial atual de resisténcia (2).

Nos Estados Unidos, enquanto a proporcdo global de infeccbes por P. aeruginosa
manteve-se estavel de 1986 a 2003, a proporcdo de amostras resistente a cefalosporinas de
terceira geracdo, imipenem e quinolonas chegaram, em 2003, a taxas maiores que as
observadas no periodo de 1998 a 2002 (21). Nesse mesmo pais, um estudo feito entre 2000 e
2009, revelou que a prevaléncia de multirresisténcia em P. aeruginosa foi 15 vezes maior do
que em Enterobacteriaceae, tanto em pneumonias hospitalares quanto em infec¢Ges da

corrente sanguinea (22).

Segundo dados do SENTRY de 2012 sobre bacilos Gram-negativos da América Latina,
P. aeruginosa e Acinetobacter spp. mostraram as maiores taxas de resisténcia a todos os

compostos testados, com excec¢do da colistina (9).

Dados sobre as taxas de amostras MDR no Brasil sdo escassos, devido a falta de
sistemas nacionais de vigilancia, como ja foi mencionado anteriormente. Contudo, dados da
Rede de Monitoramento e Controle da Resisténcia Microbiana em Servi¢os de Saude da
ANVISA obtidos no periodo de julho de 2006 a Junho de 2008, em que foram monitoradas as

infeccbes primarias da corrente sanguinea em pacientes internados em UTIs de cerca de 70
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hospitais sentinelas, mostraram que a P. aeruginosa apresentou taxas de resisténcia a

ceftazidima, imipenem, ciprofloxacina, gentamicina e amicacina em torno de 50% (23).

A multirresisténcia limita 0 nimero de antimicrobianos disponiveis para combater essas
amostras de P. aeruginosa. Os antimicrobianos mais utilizados para o tratamento das
infecgdes por BGN com fen6tipo MDR sdo os carbapenemas (2). No entanto, indices
crescentes de resisténcia a essa droga tem sido observados. Um estudo realizado pelo
SENTRY constatou que a taxa de resisténcia ao imipenem em amostras de P. aeruginosa
brasileiras se mantiveram altas no periodo de 1997 a 2010, entre 34 e 42% (9). Por isso, a
polimixina, um agente antimicrobiano com alta toxicidade usado até aproximadamente 1980,
se tornou novamente uma opg¢éo para tratar infecgdes causadas por cepas de P. aeruginosa
(24, 3).

1.4. Mecanismos de Resisténcia

Dentre os mecanismos responsaveis pela resisténcia intrinseca de P. aeruginosa aos
antimicrobianos podemos destacar a baixa permeabilidade da membrana externa, sistemas de
efluxo e a produgao de enzimas, tais como as B-lactamases e as enzimas modificadoras de

aminoglicosideos (25, 26).

Entretanto, esta bactéria também pode adquirir novos mecanismos de resisténcia,
atraveés da aquisicdo de genes de resisténcia em elementos genéticos moveis (ex. plasmidios)
ou por mutacdes que alteram a expressao e/ou funcionamento de mecanismos codificados
pelo cromossomo. As duas estratégias podem limitar severamente as opg¢des terapéuticas das

doencas infecciosas causadas por P. aeruginosa (27).

Uma ampla gama de mecanismos de resisténcia tem sido encontrada em P. aeruginosa.
Como exemplo, podemos citar mecanismos que envolvem mutagdes génicas que levam a
alteragdes ou protegdes de sitios alvo e superexpressdo de P-lactamases intrinsecas (ex.
AmpC) ¢ sistemas de efluxo. Além desses, a aquisi¢cdo de B-lactamases de espectro estendido
(ESBLs), carbapenemases, enzimas modificadoras de aminoglicosideos entre outras,
comumente carreadas em diferentes elementos genéticos mdveis, representam um risco
epidemiologico ja que esses elementos podem disseminar os genes horizontalmente entre

diferentes amostras (28).

1.4.1. Mecanismos de resisténcia associados a processos mutacionais

Apesar da importancia dos mecanismos de resisténcia presentes nos elementos
genéticos moveis ser um consenso, a maior dificuldade enfrentada em relacdo as infeccdes

causadas por P. aeruginosa é a sua habilidade de desenvolver resisténcia rapidamente durante
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o0 curso do tratamento, 0 que geralmente € ocasionado por mutacGes em genes cromossomais
(27).
MutacBes que levam a resisténcia a diferentes antimicrobianos sdo frequentes em

amostras de P. aeruginosa, superando a presenca de mecanismos como as B-lactamases em
alguns casos (29).

Entre os mecanismos de resisténcia mediados por mutagdes, aqueles particularmente
mais notaveis sdo 0s que levam a repressdo ou inativacdo da porina OprD, a hiperproducéao da
cefalosporinase AmpC, ou a superexpressdo de uma das varias bombas de efluxo codificadas
pelo genoma de P. aeruginosa (29). O acumulo de muitas dessas mutacdes pode levar a
emergéncia de amostras MDR, as vezes até pan-resistentes (30, 29).

Impermeabilidade celular através de porinas

A penetragdo de um antibidtico no interior da bactéria se faz primariamente atraves de
porinas, proteinas localizadas na membrana externa da célula bacteriana que formam poros
permitindo a difusdo de substratos hidrofilicos através da membrana. Contudo, alteragfes na
estrutura ou na expressao de determinada porina, de modo a restringir o fluxo para o interior
da bacteria, pode acarretar simultaneamente resisténcia a varias classes de antibioticos (3).
Dessa forma, antimicrobianos hidrofilicos, como B-lactdmicos, atravessariam a membrana
externa lentamente, reduzindo o acesso aos seus alvos, as proteinas ligantes de penicilnas
(PBPs) (17).

Alteracbes na porina OprD de P. aeruginosa sdo importantes na resisténcia aos
carbapenemas. A sua perda pode reduzir significativamente a susceptibilidade a esses B-
lactamicos, levando a resisténcia ao imipenem e a reducdo da susceptibilidade ao meropenem,
sendo nesse ultimo caso necessario um mecanismo adicional, como superexpressdo de

bombas de efluxo, para tornar a bactéria resistente (31).

Trabalhos publicados mostram que mutacdes inativadoras no gene oprD sdo quase uma
assinatura universal de resisténcia ao imipenem (29, 32). Alteracfes na expressdo dessa
proteina foram observadas em 87,1% das amostras de P. aeruginosa nao sensiveis ao
imipenem no Brasil (30). Indice semelhante (94%) foi encontrado em amostras resistentes

aos carbapenemas isoladas na Coreia do Norte (33).

A resisténcia mediada pela OprD pode ocorrer tanto por mecanismos que diminuem o
nivel transcricional da proteina e/ou mutacGes que impedem a producdo de uma proteina
funcional. O primeiro caso inclui (i) interrupcdo do promotor de oprD, (ii) término prematuro

da transcricdo de oprD, (iii) corregulacdo com mecanismos de resisténcia a metais pesados,
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(iv) reducdo mediada por salicilato e (v) co-regulacdo com a bomba de efluxo codificada por
mexEF-oprN . Ja no segundo caso, podem ocorrer (i) mutagdes, delecbes e/ou inser¢bes
criando frameshifts e codons de parada prematuros, ou ainda (ii) a interrupcéo da estrutura do
gene oprD pela inser¢do de um grande elemento IS (sequéncias de insercdo) (27).

Estudos sobre possiveis regides promotoras do gene oprD, baseados na amplificacdo da
regido 5°, revelaram que aparentemente a P. aeruginosa utiliza multiplos sitios de iniciacdo da
transcricdo e mecanismos para regular a expressédo de oprD, dependendo da concentracdo de
diferentes aminoéacidos no meio de crescimento. Aminoacidos béasicos, por exemplo, podem
regular positivamente a producdo da proteina OprD, agindo em sitios reguladores. Por outro
lado, metais pesados como o zinco e sistemas de efluxo como MexEF-OprN e seu regulador
MexT, exercem um papel de regulacdo negativa importante sobre o producéo de OprD (27,
33).

Superexpressdo de bombas de efluxo

Depois da primeira descrigdo de bombas de efluxo como um mecanismo de resisténcia
em Escherichia coli (34), este mecanismo tem sido considerado importante determinante de
resisténcia entre diferentes organismos, sendo codificado em plasmidios ou cromossomo (35).
As bombas de efluxo podem ser especificas para um determinado agente ou classe de

antimicrobiano, ou ainda podem causar resisténcia a multiplas classes de drogas (35).

Os sistemas de efluxo bacteriano podem ser divididos em cinco familias: a superfamilia
MF (Major Facilitator), familia ABC [ATP (adenosine triphosphate) Binding Cassete],
familia RND (Resistance Nodulation Division), familia SMR (Small Multidrug Resistance) e
a familia MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion). A familia RND, mais
comumente encontrada em bactérias Gram-negativas, é capaz de transportar uma variedade de
antimicrobianos quimicamente distintos, e como a grande maioria dos sistemas de efluxo de

multiplas drogas, sdo codificados por genes cromossémicos (35).

Cada bomba de efluxo com multiplos componentes contém: i) um transportador
localizado na membrana, ii) um canal de membrana externa, e iii) uma proteina
periplasmatica de ligacdo, que conecta os outros dois componentes. Essa organizacdo permite
a extrusdo de substratos diretamente para o meio externo, através do periplasma e da

membrana externa (36).

O sequenciamento do genoma de P. aeruginosa revelou a presenca de Vvarios sistemas
de efluxo RND. Esses sistemas podem ser divididos em trés categorias, onde a bomba é: i)
expressa constitutivamente, contribuindo para o fendtipo intrinseco de resisténcia, como

MexAB-OprM; ii) induzida na presenca de antibiotico adequado, como MexXY-OprM e; iii)
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expressa como consequéncia de mutages no seu regulador, como MexEF-OprN. Quando
superexpressos, esses sistemas conferem sensibilidade reduzida a diferentes classes de agentes
antimicrobianos (37, 30).

Em P. aeruginosa, a superexpressdo do sistema MexAB-OprM, esta associada a
resisténcia & meropenem, fluoroquinolonas e tetraciclinas. A superexpressao desta bomba de
efluxo pode ser ocasionada por mutac6es em genes reguladores. Mutantes chamados de nalB,
sofrem uma superregulacdo do operon mexAB, resultado de alteragdes no repressor adjacente,
0 gene mexR. J& os mutantes nalC, sdo aqueles que possuem mexR intacto, porém sao

descritos como portadores de alteragdes no gene PA3721 (38).

O sistema MexXY-OprM € um dos poucos capazes de transportar aminoglicosideos.
Essa bomba de efluxo também contribui para resisténcia ao cefepime, tetraciclinas e
macrolideos (38, 35). As proteinas do operon mexXY podem ser superproduzidas como
resultado de mutagdes que ocorrem dentro ou fora de seu gene repressor, chamado mexZ
(antigo amrR) (38).

Algumas vezes, uma correlagdo clara entre o tipo de mutacdo, nivel de expresséo e
resisténcia aos antibidticos ejetados ndo pode ser percebida para MexAB-OprM e MexXY -
OprM. Existem amostras cujos reguladores negativos dessas bombas estdo intactos, mas
apresentam superproducdo da bomba de efluxo. Assim, a existéncia de regulares adicionais

para essas bombas de efluxo ndo séo descartadas (38, 39, 32).

A prevaléncia da superexpressdo de MexAB e MexXY sobre os outros sistemas de

efluxo em P. aeruginosa pode ser percebido em varios trabalhos (30, 29, 33, 32).

Outro sistema de efluxo importante em P. aeruginosa ¢ o MexEF-OprN. Amostras
selvagens dessa espécie ndo possuem nenhuma atividade detectavel desta bomba de efluxo,
por possuirem o gene mexT (regulador positivo de mexEFoprN) ndo funcional. Em mutantes
do tipo nfxC, a presenca do regulador transcricional MexT ativo leva a expressao de MexEF-
OprN, e consequetemente resisténcia a antibioticos como clorofenincol e fluoroquinolonas.
Além disso, nesses mutantes, a proteina OprD esté inibida pela regulacdo negativa de MexT,
mediando resisténcia ao imipenem, assim como estad inibida também a bomba de efluxo

MexAB-OprM, mediando hipersusceptibilidade aos -lactdmicos (37, 40).

E sugerido que a bomba MexEF-OprN esteja envolvida no efluxo de moléculas

sinalizadoras do sistema QS, o que poderia contribuir para virulénia da bactéria (37, 40).

Masseda e colaboradores, em um trabalho publicado em 2000, propuseram a existéncia

de um gene regulador indireto de MexEF-OprN (mexS), que funcionaria como um regulador
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negativo de mexT. Assim, os mutantes com fendtipo nfxC teriam mexT ativo e alguma

mutacéo inativadora em mexs (41).

Sobel e colaboradores confirmaram a potencial fungéo de mexS (PA2491), identificando
uma alta expresséo da bomba MexEF-OprN e diminuicdo da producdo de OprD em amostras
cujo o gene PA2491 era interrompido por uma insercéo (42).

O efluxo de drogas é usualmente considerado causador de um nivel de resisténcia que
vai de leve a moderado, mas desempenha um papel clinico importante devido a diminuicdo
das opgdes terapéuticas, por causar resisténcia a mais de uma classe de drogas, € a cooperacdo

desses sistemas com outros mecanismos, aumentando os niveis de resisténcia (7).

A superexpressdo dos sistemas de efluxo frequentemente estd associada a outros
mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa, como mostra o estudo feito por Xavier e
colaboradores em 2010 (30), onde os sistemas de efluxo foram encontrados associados a
distintos mecanismos, como diminuicdo da expressdo de porinas e superexpressao de AmpC e
B-lactamases secundarias, desempenhando um importante papel no fendtipo MDR de

amostras clinicos P. aeruginosa .

Mutacdes na DNA girase e topoisomerase 1V

Fluoroquinolonas sdo membros da familia das quinolonas, antimicrobianos que agem
como agentes bactericidas pela inibicdo da DNA girase e topoisomerase IV (envolvidas na
regulacdo da topologia do DNA durante a replicacéo), o que impede a transcricao e replicagdo
do DNA (39, 43).

A resisténcia as fluoroquinolonas, principalmente os altos niveis, ¢ mediada
predominantemente por mutacdes sitio-especificas nos genes da DNA girase (gyrA e gyrB) e
da topoisomerase 1V (parC e parE) (39, 43). Em P. aeruginosa, alteracGes dos aminoacidos
das proteinas GyrA e ParC tem papel principal na resisténcia a essa classe de drogas, embora
sistemas de efluxo tenham uma importancia significativa, frequentemente ocorrendo em

combinagdo com essas alteracdes (43, 44).

AmpC
P. aeruginosa possui uma f-lactamase induzivel do tipo AmpC. Tipos selvagens dessa

espécie produzem apenas niveis basais dessa enzima e sdo suscetiveis as penicilinas
(piperacilina), combinacdes de penicilinas com inibidores (piperacilina-tazobactam),
cefalosporinas e carbapenemas. No entanto, quando a producdo de AmpC aumenta

significativamente, P. aeruginosa desenvolve resisténcia & todos os B-lactdmicos, com

29



exce¢do das carbapenemases, embora o nivel de resisténcia dependa do grau de desrepressdo
(45, 27).

Em relacéo a resisténcia aos carbapenemas, ndo existe um consenso sobre o papel da
AmpC. De maneira geral, sugere-se que embora a superproducdo dessa enzima nao exerca
uma funcéo discernivel, suficiente ou necessaria para a resisténcia aos carbapenemas, quando
combinada com outros mecanismos pode contribuir para a resisténcia a essa classe de

antimicrobianos (27).

Sobre a importéncia clinica da superproducdo de AmpC, estudos mostram que esse
mecanismo é um dos mais prevalentes, e ganha ainda mais importancia quando combinado a
outros mecanismos de resisténcia (29, 33). Mesmo em pacientes tratados com o B-lactamico
apropriado, baseado nos dados de susceptibilidade, podem ocorrer falhas terapéuticas devido
apenas a emergéncia de resisténcia mediada por AmpC (27).

E necessario entender os mecanismos que regulam a expressdo do gene ampC, para
futuramente identificar novas estratégias que combatam esse tipo de resisténcia. A
superexpressdo de AmpC cromossémica em P. aeruginosa pode ocorrer tanto por inducdo do
gene como por um processo de desrepressdo, que levam ao aumento da expressdo
constitutiva. O primeiro processo ocorre devido a exposigdo a B-lactamicos ou inibidores de
B-lactamicos especificos, mas é reversivel com a retirada do agente indutor. J& a desrepressao
ocorre quando proteinas envolvidas na via de inducdo sdo comprometidas atraves de

mutacdes cromossdmicas, processo nao reversivel (27).

Para que ocorra a inducdo do gene ampC é necessario que haja uma mudanca
conformacional de AmpR (regulador transcricional do tipo LysR). A exposigdo a certos -
lactdmicos, como imipenem e cefoxitina, gera metabolitos a partir da parede celular que
funcionam como cofator, interagindo com AmMpR e determinando esta mudanca
conformacional, que altera sua interacdo com o DNA e converte a proteina de um repressor

para um ativador transcricional da expressao de ampC (27, 46).

Um efeito similar ao citado acima, é obtido através de mutacgdes inativadoras de varias
enzimas envolvidas na reciclagem de peptideoglicanos, como AmpD e DacB (PBP4). Essas
enzimas modificadas participam de um processo de desrepressao de ampC, que serd entdo

altamente expressa, constitutivamente (46, 27).

Existem mecanismos ligados ao aumento da expressdo de ampC que ndo estdo
relacionados com mutacdes em ampR, ampD, regido intergénica ampR-ampC, nem com

mudancas na expressdo de ampD. Este fato sugere a existéncia de mecanismos ou vias de
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regulacdo, que contribuam para inducdo de ampC ou para o fendtipo de desrepressao, ainda
ndo compreendidos (27).

1.4.2- Mecanismos de resisténcia relacionados a aquisicdo de elementos genéticos
moveis

Bactérias sdo conhecidas pela sua notavel capacidade de se adaptarem em diferentes
ambientes, através de um impressionante conjunto de ferramentas que permitem o ajuste do
genoma da célula, alterando, adicionando ou perdendo informacdes genéticas. A resposta das
bactérias a pressdo exercida pelos antibidticos € um exemplo perfeito, pois embora as
mutacBes exercam um papel importante, a aquisicdo de genes de resisténcia é o fator
predominante para o desenvolvimento de resisténcia (47).

A transferéncia horizontal de genes permite que bactérias adquiram rapidamente novas
caracteristicas complexas, desempenhando um papel chave na evolugdo das mesmas. Essa
transferéncia pode ocorrer por conjugacdo, transducdo ou transformacdo, mediada por
elementos genéticos moveis - como plasmidios, sequencias de inser¢éo (IS) e transposons (48,
49).

O surgimento de multirresisténcia associado a elementos genéticos moveis € menos
previsivel que a resisténcia mutacional, porque depende da fuga aleatoria de genes do DNA
celular. No entanto, uma vez que tal resisténcia emerge, tanto a cepa hospedeira pode se

espalhar entre os pacientes quanto o gene pode se disseminar entre cepas diferentes (26).

Elementos genéticos moveis sdo responsaveis, virtualmente, pela mobilizacdo e
disseminacdo de genes de resisténcia a todas as classes de antimicrobianos, inclusive genes

que codificam para B-lactamases (47).

Aquisicdo de genes codificadores de f-lactamases

B-lactamases sdo a causa mais comum de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos -
lactdmicos. Algumas B-lactamases utilizam o zinco para quebrar o anel f—lactamico, mas a
maioria opera via mecanismo de éster de serina. A classificacdo dessas enzimas baseada na
sequencia de aminoacidos reconhece quatro classes, designadas com as letras de A a D (50).
As classes A, C e D compreendem a familia das serino B-lactamases que descenderam de um
ancestral comum, e a classe B contém enzimas do tipo zinco, as metalo-p-lactamases (MBLS)
(51).

Em Gram-negativos, a ocorréncia de B—lactamases mediando resisténcia é expressa

tanto por meio de cromossomo quanto por plasmidios, associados ou ndo a elementos
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genéticos moveis, como integrons, transposons e sequencias de insercdo. A localizagdo desses
genes nesses elementos com mobilidade facilita sua disseminacdo e torna mais dificil o

controle das infecgdes (52)

As P-lactamases de maior importancia mundial sdo as P-lactamases de espectro
ampliado (ESBLsS) e as carbapenemases, devido a sua capacidade de hidrolisar diferentes
tipos de B-lactamicos (53).

ESBLs sdo consideradas um dos maiores grupos de —lactamases, com atividade contra
antibiéticos como penicilinas e cefalosporinas, deixando os carbapenemas como a Ultima
escolha para tratamento de infeccGes, 0 que resulta em uma maior presséo sobre essa classe de
drogas. Com essa pressdo, logo surgiram bactérias resistentes aos carbapenemas, inclusive P.
aeruginosa (52). Um dos mecanismos de resisténcia mais disseminados é a producdo de

carbapenemases.

Carbapenemases s3o P—lactamases com uma versatil capacidade hidrolitica. Elas
possuem a habilidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenemas. Essas enzimas estéo incluidas nas classes A (serina-p-lactamases), B (metalo-
B-lactamases) e D (oxacilinases de espectro ampliado), podendo estar em cromossomos ou
plasmidios (54, 52).

As MBLs séo capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos, exceto o aztreonam. Estas
carbapenemases necessitam de cations divalentes como cofatores enzimaticos, sendo inibidas
pela acdo de agentes quelantes e por componentes derivados de tiois, como o &cido tiolatico
ou acido 2-mercaptopropibnico (2-MPA) (56, 55).

Infecgdes causadas por P. aeruginosa produtora de alguma MBL, possuem niveis de

mortalidade maiores, provavelmente relacionados a severidade dessas infeccdes e demora na

introducdo de uma terapia antimicrobiana adequada. (57).

As MBLs emergiram no contexto mundial na década de 90, especialmente na Asia,
Europa e América do Sul (58). Atualmente sdo descritas centenas de MBLs sendo, IMP e
VIM, as mais prevalentes no mundo. Os genes blaye e blayim s@0 carreados em cassetes

génicos moveis, inseridos em integrons de classe 1 (54).

Integrons de classe 1 sdo 0s meios mais comuns onde cassetes génicos sdo capazes de se
movimentar de uma bactéria para outra, envolvendo sitios de recombinacdo conhecidos como
elementos de 59 pb (56).

O microrganismo mais associado a MBLs é a P. aeruginosa (55). No Brasil, trabalhos

demonstram a alta prevaléncia de enzimas MBLs em amostras de P. aeruginosa resistentes ao
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imipenem (20 a 70%), sendo SPM-1 a mais prevalente, com taxas de prevaléncia de 20 a
62,8% (59, 60, 61).

1.4.3. S&o Paulo Metalo-p-lactamase (SPM-1)

A primeira amostra produtora da MBL SPM-1, isolada no Brasil durante o final dos
anos 90, foi identificada em P. aeruginosa isolada de uma paciente internada no Instituto de
Oncologia Pediatrica de S&o Paulo, Brasil (56).

Esta enzima parece estar restrita ao territorio brasileiro, tendo sido detectada em
amostras de P. aeruginosa isoladas em diferentes estados (62, 63, 59).

Fora do Brasil, no entanto, esse gene ja foi relatado em uma amostra de P. aeruginosa
isolada na Suica no ano de 2010, contudo o paciente infectado havia sido transferido do Brasil
para este pais (64).

Um estudo afirma que o gene blagspm-1 estaria presente em um grande plasmidio com
base em testes de hibridacdo (63). No entanto, a hipOtese de que esse gene possa estar
localizado no cromossomo néo esté descartada (64).

Ao contrério das outras MBLs descritas, 0 gene blaspm-1 ndo é carreado por integrons de
classe 1. Este gene tem sido descrito em uma estrutura transponivel chamada de elemento

ISCR4 (insertion sequence conserved region 4) (63).

Elementos ISCR compreendem uma Unica ORF (quadro de leitura aberta), cujo produto,
de 500 pb em média, se assemelha muito entre os diferentes elementos ISCR e codifica uma
tranposase. O final 3’ da ORF, e também da ISCR, compreende uma pequena se¢do de uma
sequéncia conservada (47). Acredita-se que estes elementos sejam capazes de se transpor pelo
mecanismo de transposicdo rolling-circle, que permite a transposicdo para moléculas de DNA
adjacentes, por meio de uma Unica cpia do elemento. Nos elementos CR (conserved region),
assim como acontece nas IS, a transposicdo é um sistema progressivo, onde um final do
elemento, orilS, serve como inicio da replicacdo, enquanto o outro, terlS, é o final do

processo (47).

P. aeruginosa produtoras de SPM-1 geralmente exibem altos niveis de resisténcia aos
carbapenemas, cefalosporinas de amplo espectro, fluoroquinolonas e aminoglicosideos (62).
Esse acumulo de resisténcia imp8e uma imensa limitacdo para as opcdes terapéuticas

disponiveis no tratamento de tais infeccoes.
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Tem sido descrito em amostras positivas para blaspm.1, @ presenga de um integron de
classe 1 (In163), com regido variavel de aproximadamente 4kb, contendo cassetes génicos
que conferem resisténcia a p—lactamicos e aminoglicosideos, aacA4, blaoxass € aadA7, e
uma sequencia de inser¢do I1SPa21 (59, 65).

Além do integron In163, também tem sido relatada a produgdo de uma metilase de
RNAr 16S, RmtD, em amostras positivas para blaspm-1, conferindo resisténcia a altas
concentracdes de quase todos os tipos aminoglicosideos, o que contribui para o fenotipo
multirresistente dessas amostras (66, 67).

1.4.4. Metilase de RNAr 16S RmtD

Aminoglicosideos sdo amplamente utilizados no cenério clinico, muitas vezes
combinados com [-lactdmicos, para tratar infeccOes graves causadas por bactérias
patogénicas Gram-negativas. O mecanismo de acdo dessa classe de antibioticos envolve sua
ligagdo ao sitio A, altamente conservado, do RNAr 16S da subunidade ribossomal bacteriana
30S, o que interfere na sintese proteica e culmina na morte do microrganismo. No entanto, a
bactéria pode adquirir diferentes mecanismos de resisténcia a essa classe de drogas, como por
exemplo, diminuicdo da permeabilidade da membrana, acdo de sistemas de efluxo,
substituicdo de aminoacidos em proteinas ribossomais e modificacdes enzimaticas da droga
(68, 69).

Desde 2003, metilases de RNAr 16S tem surgido como um novo mecanismo de
resisténcia a altas concentracdes de quase todos tipos aminoglicosideos, em amostras clinicas
de bacilos Gram-negativos. Existem sete tipos dessa enzima: RmtA, RmtB, RmtC, RmtD,
RmtE, ArmA e NpmA; e dessas, apenas RmtA e RmtD ja foram descritas em P. aeruginosa,
sendo que a RmtD parece estar restrita a América Latina (65, 69). Esses genes sdo
conhecidamente mediados por plasmidios (69) e associados a transposons ou elementos
semelhantes a transposons (70). Seu transporte nesses elementos genéticos moéveis €

provavelmente responsavel pela disseminacdo desses genes em todo mundo (6).

O primeiro relato descritivo da enzima RmtD foi feito no Brasil, em um amostra de P.
aeruginosa que ja era carreadora do gene blaspm-1, em 2005 (70). A enzima conferia altos
niveis de resisténcia a amicacina, tobramicina e gentamicina; e compartilnava 40% de
identidade com RmtA. Este também foi o primeiro relato da coproducdo de uma MBL e uma
metilase do RNAr 16S, uma combinacdo que deve comprometer seriamente as opcoes

terapéuticas para pacientes infectados uma vez que o amostra se torna MDR, a exemplo do
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primeiro isolado descrito,que era resistente aos carbapenemas e a maltiplos aminoglicosideos,

sendo sensivel apenas ao aztreonam e & colistina (70).

Doi e colaboradores (2008) descreveram o contexto genético do gene rmtD em uma
amostra de P. aeruginosa produtora de SPM-1. Foi observado que o gene rmtD encontrava-se
inserido no elemento ISCR14, estrutura capaz de exercer um papel vital na mobilizagdo do
gene. Esta estrutura foi observada em uma regido adjacente ao In163, formando um integron
complexo (65).

Durante a mobilizacdo do elemento ISCR ele pode se unir a um integron de classe 1
adjacente, dando origem a um integron complexo. Acredita-se que a regido terminal terlS da
ISCR pode ser eliminada em consequéncia de um evento de transposi¢do; com isso, 0 restante
da ISCR (transposase e orilS) se fundiria ao final 3’CS do integron, fornecendo a ele a base
para mobilizacdo genética, uma vez que orilS e a transposase estariam intactas (47).

A partir de 2006 no Brasil, a alta prevaléncia de P. aeruginosa resistente ao imipenem
que produziam RmtD comecou a ser retratada, sugerindo que esse mecanismo tenha se

espalhado entre os amostras de P. aeruginosa deste pais (66).

A ocorréncia de amostras coprodutores de SPM-1 e RmtD também vem sendo
mostrada, embora em niveis que variam de acordo com a origem genética, area geogréafica e

ano do estudo, podendo chegar a 50% em amostras do clone SP (66, 67).

Uma amostra pan-resistente coprodutora de SPM-1 e RmtD ja foi isolada inclusive do
ambiente, em um rio da cidade de S&o Paulo. Além disso, 0s genes blapxa-ss, aadA7, aacA4 e

sull também foram encontrados nessa amostra, fortes indicios da presenca do In163 (71).

1.5. Clone SP / ST277

Devido a grande disseminacdo de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 no Brasil,
estudos epidemiologicos que estabeleceram o grau de similaridade entre as amostras foram

fundamentais, pois evidenciaram uma importante disseminacdo clonal em nosso pais (62).

Através de técnicas de tipagem molecular como PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), foi observado que amostras positivas para o gene blaspm-1, pertenciam, em
grande maioria, a um clone chamado de clone SP. Este clone SP foi considerado epidémico

no Brasil, sendo encontrado em diversos estados brasileiros (62, 63, 72, 59).

Posteriormente, através de MLST (Multi Locus Sequence Typing), técnica que se baseia
no sequenciamento de 7 genes de manutencdo da espécie, foi observado que as amostras do

clone SP pertenciam ao Sequence Type ST277 (73, 74).
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Poucos estudos mostram a presenga de SPM-1 em clones diferentes do clone SP /
ST277 (67, 74).

De acordo com o banco de dados de MLST para P. aeruginosa (76) o ST277 ja foi
detectado em uma amostra isolada na Austria, em setembro 2006. Segundo essa mesma fonte,
este ST também foi encontrado na China, Australia e mais recentemente na Africa Central.

Além disso, este ST possui grande proximidade filogenética com outros quatro STs
descritos, apresentando apenas um alelo diferente em relagdo ao ST364 isolado na Austria e
0s ST659 e ST758 encontrados na China, e diferenca em dois alelos em relagdo ao ST206
(Canadd) (76). Contudo, ndo existem dados sobre a presenca de blaspm1 Nnas amostras do
ST277 isoladas nestes outros paises, nem nos outros ST proximos filogeneticamente.

Dado o alto nivel de interesse internacional em amostras produtoras de MBLs, e a
inclusdo da investigacdo do gene blaspm-1 em diferentes estudos de vigilancia epidemioldgica
(77, 78), parece improvavel que P. aeruginosa produtora de SPM-1 esteja espalhada
mundialmente.

A disseminacdo de um clone entre hospitais proximos poderia ser explicada pela
transferéncia de pacientes infectados e/ou compartilhamento do mesmo profissional de saude.
Porém, a mesma justificativa ndo pode ser aplicada para a disseminacdo do clone SP no
Brasil. Além disso, o fato de a maior parte dos trabalhos relatarem a presenca de blaspm-1
somente em amostras do clone SP, chama a atencédo para a possibilidade de que esse gene ndo

seja tdo mobilizavel quanto os outros de MBLs.

Amostras de P. aeruginosa produtoras de variantes alélicas da MBL VIM tém sido
associadas a complexos clonais com disseminacao internacional, como CC111 (ST111 e
ST229) e CC235 (ST235 e ST230) em amostras da Noruega e da Suécia. J& na Espanha,
MBLs do tipo VIM tém sido identificadas nos STs 155, 179 e 811. As amostras de P.
aeruginosa que possuem MBLs do tipo IMP, pertencem a diversos STs espalhados pelo
mundo (1). Portanto, a presenca de um clone multirresistente produtor de SPM-1 apenas no

Brasil, um pais de dimensdes continentais, é bastante intrigante.

Além disso, pouco se sabe sobre a localizagdo genética do gene blaspm.1. Diferentes
ferramentas moleculares podem ser utilizadas para a investigacdo da localizacdo genética de
um determinado gene. Como por exemplo, a restricio do DNA gendmico e posterior

hibridacdo com sondas especificas (7).

Recentemente, uma nova tecnologia vem transformando a investigacdo genética através

do bom custo e efetividade para descobrir variacbes em grandes genomas. O sequenciamento
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total do genoma (STG) tem se tornado uma chave poderosa e altamente atrativa para
investigacdes epidemioldgicas (79).

A reproducéo in silico de técnicas como PFGE exige muito trabalho, e ainda néo é
vantajosa. No entanto, o custo cada vez menor do STG, tem aumentado O interesse em
substituir o PCR/Sequenciamento de Sanger, utilizado para o MLST, por exemplo, por
tecnologias de sequenciamento de alto desempenho. Devido a grande quantidade de
informacdes genéticas que existem além dos sete genes analisados por MLST, métodos de
alta resolucdo que sequenciem todo genoma séo urgentemente necessarios (79).

1.6. Sequenciamento de alto desempenho

Tecnologias de sequenciamento total do DNA podem ser utilizadas em uma ampla
gama de objetivos, como para encontrar genes patogénicos e em estudos comparativos e
evolucionarios. Essas tecnologias foram idealizadas para serem rapidas, acuradas, faceis de
operar e baratas. Diferente do método de sequenciamento criada por Sanger, 0
sequenciamento de alto desempenho utiliza analises massivamente paralelas, com alto

rendimento e de baixo custo (79, 80).

Para obter a sequencia de nucleotideos completa de um genoma, maltiplas pequenas
sequencias (reads) devem ser montadas com base na sobreposicdo de suas regides (montagem
de novo), ou através de comparagfes a uma sequencia gendmica prévia de referéncia

(resequenciamento ou mapeamento por referéncia) (79, 80)

O grupo de reads sobrepostas € mesclado em uma sequencia consenso, chamada contig.
Entre os contigs, geralmente existem gaps que sdo causados principalmente por repeticdes
dispersas ou arranjadas em sequéncia, ndo permitindo que os contigs sejam montados (79,
80).

Para tentar contornar esse e outros obstaculos encontrados na montagem do genoma, o
sequenciamento pode ser realizado de maneira que o usuario escolha o tamanho do inserto
(fragmento que sera sequenciado) e que esse seja sequenciado pelos dois finais, gerando

assim sequencias maiores, pelo procedimento denominado paired-end (79, 81).

Os grandes desafios do sequenciamento de alto desempenho séo as analises dos dados e
as explicacdes bioldgicas. Além disso, as reads geradas sdo geralmente muito pequenas, o que

pode tornar a montagem de novo do genoma um empreendimento desafiador (79, 80).

Existem diferentes empresas que oferecem diferentes tecnologias para sequenciamento
de alto desempenho. A Illumina adotou a tecnologia de “sequenciamento através de sintese”

(SBS), um exemplo de sequenciamento de segunda geracdo. A biblioteca gendmica é
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preparada através da fragmentacdo do DNA, selecdo desses fragmentos por tamanho e
finalmente fixacdo desses fragmentos a adaptadores. A biblioteca preparada é entdo
desnaturada em fitas simples e ligada a uma superficie densamente coberta por oligos
complementares aos adaptadores (flow cell). Em seguida, ocorre a “amplificacdo do DNA em
pontes”, para formar grupos que contém fragmentos de DNA clonados. Antes do
sequenciamento, a fita reversa é clivada e descartada, e em seguida, os iniciadores para
sequenciamento sdo ligados aos DNA moldes. Quatro tipos de nucleotideos (ddATP, ddGTP,
ddCTP e ddTTP), que contém diferentes corantes fluorescentes clivaveis e um bloqueador
removivel, complementam o molde de DNA, base por base, e o sinal pode ser capturado por
um “dispositivo acoplado a carga” (CCD) (79, 80, 81).

Com a incorporacdo da multiplexacdo, ou seja, uso de indices para diferenciar amostras
em uma mesma biblioteca, a tecnologia de SBS permite lidar com varias amostras

simultaneamente (79, 81).

O MiSeq, sequenciador de bancada lancado pela companhia em 2011, é especialmente
conveniente para sequenciamento de amplicons e amostras bacterianas. Esse aparelho possui
a flexibilidade de gerar desde uma unica read de 36pb até paired-end reads de 2x300 pb (80,
81).

Com o auxilio dessa nova ferramenta para analises moleculares, sera possivel ampliar
nosso conhecimento sobre o contexto genético dos genes blaspm-1, rmtD e do In163 presentes
no ST277, e sobre como esses elementos sdo mobilizados. Além disso, com os dados gerados,
analises de mutacdes em genes intrinsecos envolvidos na resisténcia bacteriana a antibioticos
podem ser realizadas. Essas informacdes contribuirdo para entender o motivo que levou o

clone ST277 se tornar o clone de P. aeruginosa mais disseminado no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo investigar a contexto genético dos genes blaspm-1 € rmtD
e caracterizar mutagdes em genes cromossomais associados a multirresisténcia a

antimicrobianos em amostras de P. aeruginosa pertencentes ao clone ST277.

2.2 Objetivos especificos/metas

1) Determinar o grupo clonal e o ST, através das técnicas de tipagem molecular PFGE e
MLST, de 50 amostras de P. aeruginosa multirresistentes, pertencentes a Colecdo de Culturas
de Bactérias de interesse Hospitalar / IOC (CCBH) a fim de selecionar amostras do ST277.

2) Investigar a presenga dos genes blaspm-1, rmtD e Integron In163 através de PCR e

sequenciamento;

3) Avaliar a localizagdo genética de blaspm1 , rmtD e In163 através da restricdo do

DNA gendmico e hibridacao;

4) Realizar o sequenciamento de nova geracdo do DNA gendmico para analise da regido
de interesse nas amostras selecionadas e de mutagdes em genes cromossdmicos associados a

resisténcia a antimicrobianos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecéo das amostras bacterianas

Para a selecdo das amostras incluidas neste estudo, foram realizadas duas técnicas de
tipagem molecular (PFGE e MLST) e a deteccdo dos genes blaspm-1, rmtD e In163 através de
PCR, para 50 amostras de P. aeruginosa multirresistentes (resistentes a ceftazidima e/ou
cefepime, amicacina e/ou gentamicina e ciprofloxacina), pertencentes a Colecdo de Culturas
de Bactérias de interesse Hospitalar / IOC (CCBH) do Laboratério de Pesquisa em Infeccdo
Hospitalar/ LAPIH. As amostras foram recebidas no periodo de agosto de 2007 a novembro
de 2010, oriundas de diferentes espécimes clinicos.

Para avaliacdo da pureza das amostras, estas foram retiradas do estoque em Agar BHI
com glicerol (-20° C) e semeadas em meio seletivo indicador Agar Cystein Lactose Eletrolite
Deficient (CLED - Difco) e incubadas a 37° C por 18 a 24 horas.

A identificacdo das amostras de P. aeruginosa foi confirmada atraves de testes
fisiologicos convencionais, tais como a caracterizacdo morfo-tintorial apos coloracdo pelo
método de Gram, avaliagdo do metabolismo oxidativo da glicose utilizando-se 0 meio OF
acrescido de glicose, avaliacdo da mobilidade utilizando-se 0 meio Motility B Medium com
tetrazolio (Remel, Lenexa, KS), observacédo da capacidade de utilizacao do citrato como unica
fonte de carbono utilizando-se o meio de Citrato de Simmons (Difco); a capacidade de
utilizacdo de aminoacidos como a descarboxilacdo da Lisina, Ornitina, Arginina; producéo da

enzima citocromo oxidase e a capacidade de crescimento em caldo nutriente a 42°C (5, 3).

3.2 Deteccao de genes blasppm.1 .1, rmtD e In163 por técnica de reagdo em

cadeia da polimerase (PCR)

3.2.1 Extracdo do DNA bacteriano

O DNA total de todas as amostras do estudo foi extraido pelo método do tiocinato de
guanidina com base nos critérios descritos por Caetano-Anolles & Gresshoff (1997) (83), e

mantido em freezer (+ -20°C), para a realizacdo dos testes moleculares.

Células bacterianas contidas em uma alca, a partir de cultura recente, foram suspensas
em 3mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth- ) e submetidas a agitagdo “overnight” a 37°C em
banho-maria. O crescimento bacteriano foi centrifugado por 10 minutos (10* rpm) e o

sedimento lavado 2 vezes em 1ml de solugdo salina fisioldgica e ressuspenso em 100puL de
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tampdo TE (Tris 1,0M pH8,0 / EDTA 0,5M pH8,0), agitando em vortex. Foram adicionados
500uL da solugdo da guanidina (1,5g/mL guanidina tiocianato/ EDTA 0,5M pH 8,0/ Agua
Mili Q estéril), homogeneizando por inversao e incubados por 5 minutos em freezer (+-20°C).
Depois foram adicionados 250uL de acetato de potassio 7,5M (estocado a -20°C),
homogeneizando por inversdo e incubando novamente em freezer durante 5 minutos.
Posteriormente foram adicionados 500uL da solucdo cloroformio-alcool-isoamilico (24:1),
homogeneizados até ficar uma solucdo de cor leitosa, que foi centrifugada por 10 minutos
(10* rpm), obtendo uma solucdo de duas fases. Aproximadamente 750 uL da fase superior
foram retirados e transferidos para outro microtubo contendo 380uL de isopropanol. A
mistura foi levada ao freezer (-20°C) “overnight”, ¢ no dia seguinte, foi centrifugada por 10
minutos (10* rpm). O sobrenadante foi desprezado, e 0 DNA foi entdo mantido no fundo
como um pequeno sedimento. A este sedimento foi adicionado 150 pL de alcool 70%, e
centrifugado por 10 minutos (10* rpm). Este procedimento foi realizado duas vezes. O
sobrenadante foi desprezado, o sedimento foi secado em temperatura ambiente.
Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso em 100 pL de tampéo TE, incubado por 3h horas
em estufa ou banho-maria a 37°C, e estocado a -20°C.

3.2.2 Reacao de amplificacdo dos genes de resisténcia

Foram realizadas reacdes de PCR para a deteccdo do gene codificador da
carbapenemase SPM-1 (blaspm-1) € gene codificador da RNA metilase RmtD (rmtD) para as
50 amostras. Os iniciadores foram determinados a partir de sequencias disponiveis em

trabalhos cientificos publicados (Tabela 3.1) .

A fim de nos certificarmos que as amostras carreavam o integron de classe | de interesse
(In163), realizamos PCR utilizando iniciadores que flanqueiam uma regido de 1.927pb, dentro

da regido variavel desse integron (Figura 3.1).

1927 pb

d—
aadA ISPa21
- -
< E|SPC)‘2.'I. 5
A int1  cacA4  blagy, o, aadA7  tnpA gact A 1/sull

Figura 3.1: Integron In163, classe 1. Setas em negrito indicam a regido amplificada por PCR.
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A mistura da reacdo de PCR para deteccdo dos genes rmtD e blaspm-1 , foi preparada em

um volume final de 25 ul contendo 1 pl de DNA cromossomico (25 ug/ ul), 14,25 ul de agua
Milli-Q, 5 ul do tampao PCR 5X, 1,25 ul de cada iniciador (25pmoles/ pl), 0,5 pl da mistura
de deoxinucleotideos (10mM), 1,5 pul de solugdo MgCl, (25mM) e 0,25 ul de Taqg DNA
polymerase (5 v/ ul) (Go-tag Promega, Madison, WI, USA).

A mistura da PCR para detecc¢do da regido interna especifica do In163 foi preparada em

um volume final de 25 ul contendo 2 pl de DNA cromossomico, 8 ul de agua Milli-Q, 12,5
ul do “JumpStart REDTaq ReadyMix Reaction Mix”(Sigma) e 1,25 ul (25pmoles) de cada

iniciador.

Tabela 3.1: Iniciadores e condicOes especificas das reaces de PCR para blaspy.1 , rmtD e In163

. Produto o .
Genes Iniciadores (5'-3") Condicoes da Reacdo de PCR
Referéncia (pb)
Desnaturagdo inicial: 94°C / 5 min
CCTACAATCTAACGGCGACC
30 ciclos: desnaturacdo (94°C /
blaspm-1 - 0 ;
Gales et. al., 2003 649 1min), anelamento (56°C / 1 min) e
(62) TCGCCGTGTCCAGGTATAAC extensdo (72°C / 1 min),
Extensdo final (72°C / 5 min)
Desnaturagio inicial: 94°C / 5 min
GAGCGAACTGAAGGAAAAAC
30 ciclos: desnaturagéo (94°C /
rmtD Castanheira et. 729 1min), anelamento (50°C / 1min) e
al., 2008 (67) CAGCACGTAAAACAGCTC extens&o (72°C / 1 min),
Extensdo final (72°C / 5 min)
Desnaturacao inicial: 94°C / 5 min
aadA-TCGATGACGCCAACTAC
30 ciclos: desnaturagéo (94°C / 45
In163 Carvalho et. al., 1927 seg), anelamento (55°C / 45 seg) e
ISpa21-
2006 (59) P extensdo (72°C / 1 min),
TGGCGTTATGTACAGGAGCA

Extensdo final (72°C / 5 min)

3.2.3 Eletroforese em gel de agarose

O produto de PCR obtido foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1,5%
diluido em TBE 0,4X (TBE Buffer 10x Promega, 4%). A eletroforese foi realizada com
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tampdo de corrida TBE 0,4X sob uma corrente de 100 Volts. Apés a corrida eletroforeética, o
gel foi corado com brometo de etidio e fotografado no Transiluminador L.PIX (Loccus
Biotecnologia, Cotia, S&o Paulo).

3.3. Andlise da diversidade genética através da técnica de analise dos
perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico apos eletroforese em campo
pulsado (PFGE)

A anélise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico das amostras 50 amostras
de P. aeruginosa multirresistentes foi realizada segundo Ribot e colaboradores (2006) (84).

As amostras foram semeadas em tubos com agar nutriente e incubadas a £35°C por 24
horas para crescimento bacteriano. Apds a incubacdo, foi preparada uma suspensdo
bacteriana, adicionando 1 mL de BSC (EDTA 0,5M pH 8.0, TRIS-HCI 1M pH 8) até alcancar
0 padrdo de turvacdo 3 da escala de Mac Farland. Em seguida, 200 pL da suspensdo foram
transferidos para um microtubo tipo eppendorf contendo 5 pL de proteinase K (50 mg/ pL-
Sigma) e homogeneizados por inversdo. Foram adicionados a suspensao de células, 200 pL de
agarose 1% contendo SDS (0,1 g de agarose low melting, 0,5 mL de SDS 1%, 9,4 mL de
TE [TRIS-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 0,1 MM pH 8.0]). A mistura foi homogeneizada
e distribuida em moldes. Apos a solidificacdo dos blocos de agarose contendo DNA
bacteriano (plugs), os mesmos foram transferidos para tubos contendo 2 mL de Solugdo de
Lise [Trisma base 0,05M pH 8,0/ EDTA 0,05M ph8,0/ N-Lauril sarcosil 1%/ Agua Milli Q
(g.s.p)] mais 5 pL de proteinase K (50 mg/ uL), e incubados a 50°C por 2 horas. Apés a
incubacdo, os blocos foram lavados 3 vezes com 10 mL de agua MilliQ a +50°C por 15
minutos e uma vez com 7mL de Tampdo TE a £50°C por 15 minutos. Apés as lavagens, 0s

blocos foram armazenados em 2mL de TE na geladeira.

Um terco de um plug foi transferido para um microtubo tipo eppendorf contendo
solucdo tampdo da enzima de restricdo Spel Fastdigest (Fermentas por Thermo Scientific,
Waltham, MA) (90 pL de agua esterilizada e 10 pL de solucdo tampdo da enzima) e
incubadas em geladeira por 30 minutos. Posteriormente, os plugs foram tratados com o mix
contendo a enzima de restricdo Spel Fastdigest (20 U/uL) (5 pL de solucdo tampdo da
enzima, 0,5 pL da enzima e 44,5uL de 4gua MilliQ) por 3 horas a 37°C. Os fragmentos
de restricdo foram separados em gel de agarose 1,1%, preparado em TBE 0,4X, através de

eletroforese de campo pulsado, utilizando o sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad, Richmond,
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EUA). Foram utilizadas as seguintes condicGes para a corrida eletroforética: pulso crescente
de 5 a 35 segundos, por 13,5 horas a 6V/cm, na temperatura de 13°C. Foram utilizados
padrdes de peso molecular Lambda Leadder PFG Marker (50 ug/mL - New England BioLabs,
Ipswich, MA) nas corridas (59).

Apbs as corridas eletroforéticas, os geis foram corados com brometo de etidio,
visualizados sob luz UV e fotografados, utilizando-se ferramenta de fotodocumentagéo
Transiluminador L.PIX (Loccus Biotecnologia). As andlises dos géis e a confeccdo dos
dendrogramas foram realizadas com auxilio do software BioNumerics (versdo 6.6, Applied
Maths, KortrijK, Belgium). Os agrupamentos foram realizados utilizando o coeficiente de Dice, e
os valores de otimizagdo e tolerancia de 1,5%. O percentual de similaridade usado foi acima de

80% para que as amostras pertencessem ao mesmo grupo clonal.

3.4 Analise da diversidade genética através da técnica Multi Locus
Sequence Typing (MLST)

Foram selecionadas para tipagem por MLST uma amostra representativa de cada grupo
clonal encontrado através da técnica de PFGE, além de uma amostra representativa de cada

subgrupo (similaridade > 90%) do grupo clonal mais prevalente.

Sete genes conservados (acsA, arok, guaA, mutL, nuoD, ppsA e trpE) foram
amplificados separadamente, em uma reacdo de PCR com volume final de 25 ul contendo 1
ul de DNA cromossomico (25 pg/ul) (Item 3.2.1), 10 ul de agua Milli-Q, 12,5 ul do
“JumpStart REDTaq ReadyMix Reaction Mix” (Sigma) e 0,75 ul (25pmoles) de cada
iniciador. As condicdes de amplificacdo foram as mesmas para todos 0s genes investigados,
conforme descrito no site (76): 1 minuto de desnaturacéo a 96°C e 30 ciclos de 1 minuto de
desnaturacdo a 96°C, 1 minuto de anelamento de iniciadores a 55°C e 1 minuto de extensao a

72°C, com uma extensdo final de 10 minutos a 72°C (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Iniciadores e condigdes especificas das reacdes de PCR e sequenciamento do
esquema de MLST para P. aeruginosa conforme descrito por Curran e colaboradores (2004)

Tamanho
Gene Iniciadores (5’ para 3°) do
amplicon
Forward Reverse

(pb)
Amplificacio ACCTGGTGTACGCCTCGCTGAC | GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT 842

acsA
Sequenciamento GCCACACCTACATCGTCTAT AGGTTGCCGAGGTTGTCCAC 390
Amplificacdo TGGGGCTATGACTGGAAACC | TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA 825

arok
Sequenciamento | ATGTCACCGTGCCGTTCAAG TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG 495
Amplificacdo CGGCCTCGACGTGTGGATGA | GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA 940

guaA
Sequenciamento AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC GACGTTGTGGTGCGACTTGA 372
Amplificagio | CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG | CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC 940

mutL
Sequenciamento AGAAGACCGAGTTCGACCAT GGTGCCATAGAGGAAGTCAT 441

Amplificacdo ACCGCCACCCGTACTG TCTCGCCCATCTTGACCA 1.044

nuoD
Sequenciamento | ACGGCGAGAACGAGGACTAC TGGCGGTCGGTGAAGGTGAA 366
Amplificacdo | GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG | GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG 989

ppsA
Sequenciamento | GGTGACGACGGCAAGCTGTA GTATCGCCTTCGGCACAGGA 369
Amplificacdo GCGGCCCAGGGTCGTGAG CCCGGCGCTTGTTGATGGTT 811

trpE
Sequenciamento TTCAACTTCGGCGACTTCCA GGTGTCCATGTTGCCGTTCC 441
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Os produtos amplificados foram corridos em gel de agarose 1,5%, e apds confirmada a
amplificagdo, atraveés da observacdo da banda do tamanho esperado no gel corado, 0s mesmos
foram purificados através de kit GFX PCR DNA Purification Kit” (GE Healthcare Life
Science, Reino Unido).

Os amplicons purificados foram sequenciados, usando os iniciadores mostrados na
Tabela 3.2, com o sequenciador 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems, Carlsbad,
California), da Plataforma de Sequenciamento de DNA- PDTIS do Laboratério de
Sequenciamento e Bioinformatica do 10C- FIOCRUZ.

A anélise da qualidade das sequencias obtidas foi realizada com auxilio do software
Phred (versdo 19.0), onde somente as sequencias que obtiveram escore >20 foram
individualmente analisadas. As sequencias forward e reverse de cada gene foram analisadas

no programa BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 7.2.5 (Hall, 1999).

Foi realizado alinhamento multiplo entre as sequéncias correspondentes a determinado
gene em cada amostra, usando como referéncia a sequéncia do alelo correspondente no
ST277, que estava disponivel no site P. aeruginosa MLST database (76). Os alelos diferentes
ao correspondente no ST277 foram entdo identificados através de ferramentas disponiveis no
mesmo site. Qualquer alelo que ndo apresentasse match com aqueles existentes no banco de
dados foram considerados ‘“novos”. Para cada amostra entdo, foram dados 7 ntimeros que
representam os alelos de cada um dos 7 genes sequenciados, e 0 conjunto desses sete nimeros
recebeu um novo numero de identificacdo, correspondendo ao seu tipo (ST: Sequence type).
Qualquer amostra que ndo possuisse match com tipos depositados no banco de dados foram

consideradas “novos STS”.

3.5 Investigacdo da localizacédo dos genes blaSPM-1 , rmtD e In163
através de restricdo do DNA total e hibridacéo.

De acordo com os resultados obtidos no item 3.4, foram selecionadas amostras
representativas do ST277, que carreavam blaspv.1 €/0u rmtD, para a investigacdo da
localizacdo genética destes genes e do In163, através de PFGE com as enzimas de restricdo

Xbal , Spel e I-Ceu I, seguido de hibridacdo com sondas especificas.
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3.5.1 PFGE

A extracdo do DNA para a realizacdo do PFGE foi realizada conforme descrito no item
3.3. As condigdes para a digestdo com a enzima Spel Fast Digest (Fermentas) também ja
foram especificadas anteriormente (item 3.3).

Para a digestdo com Xbal (Promega), os plugs foram colocados em solu¢do tampéo
da enzima (90 pL de agua MilliQ e 10 pL de solucdo tampdo da enzima) e incubados em
geladeira por 30 minutos. Posteriormente, foram tratados com o mix contendo a enzima de
restricdo Xbal (5 pL de solugéo tampéo da enzima, 3 pL da enzima (40U/pL), 0,5 pL de
BSA e 41,5uL de &gua MilliQ) por 3 horas a 37°C. Foram utilizadas as seguintes
condicdes para a eletroforese: pulso crescente de 0,5 a 30 segundos, por 14 horas a 6V/cm, na
temperatura de 13°C.

Os procedimentos para a enzima I-Ceul Cut Smart (New England BioLabs) se seguiu de
maneira semelhante as demais. Os plugs foram colocados em solugdo tampédo da enzima (90
ML de agua MilliQ e 10 pL de solucdo tampédo da enzima) e incubados em geladeira por 30
minutos. Posteriormente, foram tratados com o mix contendo a enzima de restri¢do I-Ceul (5
ML de solucdo tampéo da enzima, 0,8 pL da enzima (5 U/uL) e 44,2 uL de dgua MilliQ) por
1 hora a 37°C. Foram utilizadas as seguintes condicGes para a eletroforese: pulso crescente

de 20 a 100 segundos, por 20 horas a 6V/cm, na temperatura de 13°C.

O padréo de peso molecular utilizado foi Lambda Leader PFG Marker (50 ug/mL - New

England BioLabs) em todas as corridas.

Os fragmentos de restricdo obtidos apés a digestdo foram separados em gel de
agarose 1%, preparado em TBE 0,4X (TBE Buffer 10x Promega 4%), através de eletroforese
de campo pulsado, utilizando o sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad). Os géis foram corados com
brometo de etideo e fotografados ao lado de uma régua milimetrada, utilizando a ferramenta

de fotodocumentacdo Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

3.5.2 Transferéncia dos fragmentos de DNA para membrana de nylon

Apos a realizacdo da técnica de PFGE, os fragmentos obtidos foram transferidos para
membrana de nylon (Amersham Hybond -N Blotting Membranes, GE Healthcare Life
Sciences) por vacuo, seguindo protocolo adaptado ao descrito por Sambrook & Russell
(2001) (85).

Uma membrana de nylon com as dimensdes do gel de PFGE foi umedecida em agua
destilada e solucéo de SSC 20x (3M NaCl, 0,3M Nas.citrato) e colocada no equipamento
VacuGene™ XL Vacuum Blotting System (GE Healthcare) sob um buraco na mascara de
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plastico, e sobre esse buraco foi colocado o gel de PFGE, de modo a formar um ambiente com

pressao de 50cm.H,0 de vacuo entre gel e membrana, com o auxilio de uma bomba vécuo.

Foi colocado sobre o gel aproximadamente 300mL, , das solugfes de depurinagdo (HCI
0,25M), solucdo de desnaturacdo (1,5M NaCl / 0,5M NaOH) e solucdo de neutralizagdo
(1,5M NaCl / 0,5M Tris-base / 1ImM Na,.EDTA.2H,0, pH ajustado para 7.5 com HCI),
consecutivamente, por 15 minutos cada solucdo. Retirada a solugéo de neutralizagéo, esta foi
substituida pela solucdo de SSC 20x, por 2,5 horas. Removida a solugdo de SSC 20x, os
pocos do gel foram marcados a lapis na membrana, e em seguida a mesma foi exposta a luz

UV por 5 minutos para que o0 DNA fosse fixado.

Para confirmar a efetividade da transferéncia, o gel foi recorado com brometo de etideo
por 15 minutos e visualizado no equipamento Transiluminador L.P1X, a fim de observarmos a

auséncia de bandas.

3.5.3 Hibridacgao

As sondas usadas foram produzidas a partir de produtos de PCR dos genes blaspw.1,
rmtD e In163. As sondas foram marcadas com digoxigenina usando o kit digoxigenin PCR
DIG probe synthesis (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). A sonda produzida
(50uL) foi entdo submetida a desnaturacao atraves de aquecimento a 100°C por 10 minutos, e
imediatamente depois foi colocada em gelo. A membrana foi colocada em solugédo de pré-
hibridacdo (SSC 5x, 0,1% N-laurilsarcosil, 0,02% SDS, 2% Agente Bloqueador - marca) por
1 hora a 62°C sob agitacdo, no forno de hibridacdo (Techne hybridiser HB-1D, Techne ,
Cambridge, U.K.). Ap0s a retirada desta solugdo, a membrana ficou “overnight” em solucéo
de hibridacdo contendo a sonda desnaturada, a temperatura calculada de acordo com o
contelldo GC do alvo da sonda (blaspm-1 : 50°C, In163 e rmtD: 62°C).

Retirada a solucdo de hibridacdo, a membrana foi lavada por 5 minutos a temperatura
ambiente em solucdo de baixa estringéncia (SSC 2x, 0,1% SDS), seguida de 15 minutos a
62°C em solucdo de alta estringéncia (SSC 0,1x, 0,1% SDS), duas vezes para cada solugdo em

agitacao.

3.5.4 Deteccdo do DNA

Apos as lavagens com as solucbes de baixa e alta estringéncia, a membrana foi pré-
lavada em Tampdo 1 (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl) e tratada com 100mL de
Tampéo 2 (Tampédo 1 + 1% Agente Bloqueador), por 30 minutos. Em seguida, para completa
remocdo do Tampdo 2, a membrana novamente rinsada em Tampdo 1, e posteriormente

incubada em solucdo de anticorpo (25 mL tampdo 1 e 5uL de anticorpo anti-DIG conjugado a
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fosfatase alcalina — Roche) por 30 minutos. Passado o tempo necessério, a solugdo de
anticorpo foi removida, e a membrana lavada duas vezes, por 10 minutos, em Tampé&o 1. Por
fim, ela foi equilibrada em Tampé&o 3 (100mM Tris-base, 100mM NaCl, 50mM MgCl,.6H20,
pH 9.5 ajustado com HCI), por 2 minutos.

Para a etapa final, a membrana foi colocada em um saco plastico junto com a solucéao
reveladora do tipo substrato alcalino fosfatado conjugado, seguindo as instrucbes do
fabricante (Bio-Rad). Essa etapa foi realizada em ambiente com pouca luz, e a membrana foi

armazenada em ambiente escuro de 2 a 24h.

Para mensurar a banda marcada com a sonda especifica, foi medida a distancia entre a
banda e 0 pogo do gel com auxilio de uma régua milimetrada. Através da inspecdo visual,
observamos na foto do respectivo gel de PFGE, tirada ao lado de uma régua milimetrada, a
qual banda correspondia aquela determinada altura. O peso molecular da banda marcada foi

determinado com o auxilio do software Bionumerics 6.6.

3.6. Sequenciamento de nova geracao

O sequenciamento total do genoma foi realizado a fim de montar e analisar a regido do
DNA em torno dos genes blaspm-1 € rmtD, e 0 In163, alem de analisar mutaces em genes
intrinsecos associadas a resisténcia a antimicrobianos. Para isso, foram selecionadas amostras
que variavam quanto a presenca dos genes de interesse (blaspm-1, rmtD e Inl163), e que
apresentaram diferentes perfis de hibridacdo. Todas as etapas do sequenciamento total foram
realizadas em colaboracdo com o Dr. Rodolpho Mattos Albano, professor do Departamento
de Bioquimica da UERJ.

A plataforma de sequenciamento MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, Estados

Unidos) foi utilizada para o sequenciamento gendmico das amostras de P. aeruginosa.

3.6.1 Preparo das amostras para o sequenciamento

Inicialmente, o DNA total das amostras selecionadas foi extraido pelo método de
Tiocianato de Guanidina, purificado com o Kit de Purificacdo de DNA PureLink (Invitrogen
por Life Technologies, Carlsbad, California) e em seguida foi medida a quantidade de DNA

em cada amostra.

As etapas de preparacdo da biblioteca genémica foram realizadas seguindo as
recomendacdes do Kit de preparacdo de amostra Nextera® XT DNA (Illumina). Os principais

passos envolveram i) uma reacdo de tagmentacdo de 5 minutos usando transposons que

49


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carlsbad_%28Calif%C3%B3rnia%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Calif%C3%B3rnia

cortaram e inseriram ao DNA adaptadores para sequenciamento em suas extremidades e iii)
uma reacdo simples de PCR para adicionar a esses adaptadores, iniciadores para o
sequenciamento e indices especificos. Foram sequenciadas 8 amostras por corrida, por isso

usamos 8 indices diferentes.

Depois da reacdo de PCR, o DNA foi purificado com o uso de esferas magnéticas, que
fazem parte do kit de preparacéo de amostra Nextera® XT DNA (Illumina). Os fragmentos de
DNA se ligam a superficie magnética, separando-os de outros componentes contaminantes.
Para essa etapa, 50pL da reacdo de PCR foram adicionados a 30pL de solucdo com as esferas.
A mistura foi homogeneizada 10x com pipetador, e deixada em repouso por 5 minutos. O
tubo contendo a reagéo foi posto sobre uma placa imantada, para retirada do sobrenadante. As
esperas foram entdo lavadas com 200uL de solucdo de etanol 80% por 30 segundos, duas
vezes. ApOs essa etapa, os fragmentos de DNA ligados as esferas foram ressuspensos em
52,5uL de Tampéo, a 37°C por 40 segundos.

Foi usado o controle interno de sequenciamento PhiX-174, preparado de acordo com as

instrucdes da Illumina.

3.6.2 Sequenciamento pelo Miseq

O sequenciamento paired-end da biblioteca genémicafoi realizado através de duas
corridas, 2x150pb e 2x250pb (ciclo de 300 e 500), usando o aparelho MiSeq (Illumina).

Para cada corrida utilizamos um Kit de Reagentes para MiSeq novo, contendo uma flow
cell e reagentes necessarios para uma corrida. A flow cell consiste em uma base de vidro na
qual sdo gerados os clusters e o sequenciamento é realizado. Durante a corrida de

sequenciamento, a base de vidro é fotografada em pequenas areas chamada de tiles (82).

Antes de iniciar o sequenciamento, a biblioteca genémica (item 3.6.1) foi aplicada em
um dos pogos do Cartucho de Sequenciamento MiSeg. O Cartucho de Sequenciamento MiSeq
€ de uso Unico por corrida, e consiste em reservatérios preenchidos de reagentes para

clusterizacao e sequenciamento, suficientes para o sequenciamento de uma flow cell (82).

Usando o Software de Controle MiSeq, foram seguidas as instru¢fes do fabricante para

carregar a flow cell e os reagentes, e assim iniciar a corrida (82).

Para realizar a clusterizacdo, moléculas de DNA de fita simples sdo ligadas a
superficie da flow cell e em seguida, amplificadas por ponte para formar clusters. Apos a
clusterizagdo, sdo geradas imagens dos clusters com o uso de combinagdes de filtro e LED

especificas para cada um dos quatro didesoxinucleotideos marcados de forma fluorescente.
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Apos a conclusdo da geracdo da imagem de um bloco da flow cell, esta é removida de lugar
para expor o proximo bloco. O processo é repetido para cada ciclo de sequenciamento. Apds a
analise das imagens, o programa realiza a analise primaria, que inclui chamada de base,

filtragem e pontuacdo de qualidade (82).

3.6.3 Montagem dos contigs

A andlise da qualidade das reads obtidas foi realizada com auxilio do software Phred
(versdo 19.0), onde somente as sequencias que obtiveram escore >20 foram utilizadas. Para
montagem de novo dos contigs, com as reads oriundas das corridas de 300 e 500 ciclos,
utilizamos o programa Geneious versao 6.1.7 (Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand).

A cobertura dos contigs foi avaliada segundo sugerido por Normand & Yanai (2013)
(80). A média de cobertura para cada amostra sequenciada foi igual ao comprimento das
reads de cada ciclo (150 para o ciclo de 300 e 250 para o ciclo de 500) multiplicado pelo
namero de reads geradas neste ciclo, e esse total foi dividido pelo tamanho do genoma
estimado pelo servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology, Aziz et. al.
2008) versédo 4.0, ap6s o deposito dos contigs correspondentes a cada amostra nesse sistema
(Figura 3.2).

£ _as Tamanho da read :
Media de _ (150 ou 250) $¢ Nimero de reads
cobertura —

Tamanho do genoma

Figura 3.2: Célculo da média de cobertura dos contigs montados para cada amostra, segundo Normand
& Yanai (2013) (80).

A média final de cobertura dos contigs de cada amostra foi igual a soma da média de
cobertura para a corrida de 300 ciclos, mais a média da corrida de 500 ciclos. Geralmente,

uma cobertura de 30x € 0 minimo necessario para identificar variacfes gendmicas (80).

3.6.4 lIdentificacdo e anotacdo dos contigs contendo os genes de blaspm.1, rmtD e
In163

Todos os contigs gerados foram depositados no servidor RAST versao 4.0, disponivel
online (http://rast.nmpdr.org/). Utilizamos a ferramenta ‘“blast search”, oferecida pelo

software, para encontrar os contigs que continham os genes de interesse (blaspm.1 , rmtD e
51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Normand%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23872966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aziz%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18261238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Normand%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23872966

In163). Para isso, utilizamos as sequencias de nucleotideos depositadas no GenBank: ISCR4
contendo o gene blaspma (Genebank AY341249.1) (Figura 3.3), e uma sequencia que
compreende o0 In163 e 0 ISCR14 contendo o rmtD (GenBank DQ914960) (Figura 3.4).

ISCR4
<€ >

gI'OEH 077(495 bzasphl_l gf'OEZ2

> 0

Figura 3.3: Imagem ilustrativa do elemento genético mével ISCR4, contendo a orf495 e o gene

blaspm.1, flaqueados por genes groEL conforme descrito por Poirel e colaboradore, 2004. (GenBank
AY341249.1) (63).
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Figura 3.4: Figura retirada do artigo de Doi e colaboradores, 2008 (65). Imagem ilustrativa do

integron de classe 1 In163 seguido do elemento genético mével ISCR14, onde esta contido o gene
rmtD (GenBank DQ914960)

Utilizando a plataforma BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI
(National Center for Biotechnology Information), realizamos o blastn dos contigs

encontrados, para anotacdo manual dos mesmos.

Para a construcdo de consensos entre contigs complementares e montagens por

referéncia e foi utilizado o software Geneious versdo 6.1.7.

O consenso final obtido foi depositado na plataforma RAST, e foram utilizadas as

predicdes de ORFs oferecidas por essa plataforma.

3.6.5 Analise de mutacdes e delecBes/insercdes em genes intrinsecos de resisténcia

Para a andlise de resisténcia aos antimicrobianos associada a mutacdes em genes
intrinsecos da bactéria, avaliamos os genes: oprD; reguladores da bomba de efluxo mexAB-
oprM (mexR e PA3721); regulador da bomba de efluxo mexXY-oprM (mexZ); reguladores da
bomba de efluxo mexEF-oprN (mexT e mexS); reguladores da expressdo de ampC (ampDe

dacB); além dos genes parE, parC, gyrA e gyrB.
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As sequencias nucleotidicas dos genes de interesse, obtidas de todas as amostras,
foram comparadas com as sequencias correspondentes na cepa selvagem PAO1-UW,
disponivel no banco de dados “Pseudomonas Genome Database” (86).

Os contigs que possuiam o gene de resisténcia alvo foram encontrados através da
ferramenta “blast search” do servidor RAST. Através do pacote BioEdit Sequence Alignment
Editor versdo 7.2.5, realizamos alinhamento par a par (algoritimo ClustalW) entre o contig
desejado e o gene referéncia correspondente. As regides que ndo apresentaram identidade
com o gene foram cortadas do contig. O gene de interesse foi assim obtido do genoma de cada
amostra. Por conseguinte, através do pacote Geneious 6.1.7, foi feito o alinhamento multiplo
de nucleotideos e depois de aminoéacidos, utilizando os algoritmos ClustalW e MUSCLE

respectivamente, utilizando os genes de todas as amostras mais a sequencia referéncia.
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3.7 Fluxograma

| 50 amostras de P, aeruginosa MDR
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4. RESULTADOS

4.1 Selecdo das amostras

4.1.1 PFGE e MLST

Entre as 50 amostras de P. aeruginosa MDR, foram verificados 13 grupos clonais
diferentes que foram designados pelas letras A — M . O grupo clonal mais frequente foi o0 A,
encontrado em 36% (n=18) das amostras. Este grupo clonal foi subdividido em 8 perfis
eletroforéticos, designados Al — A8, agrupados com percentual de similaridade maior ou
igual a 90%.

A partir do dendograma obtido (Figura 4.1), foram selecionadas para realizagcdo de
tipagem através do MLST, um total de 20 amostras, sendo uma amostra representativa de
cada grupo clonal e um exemplar de cada subgrupo do grupo clonal A. Através do MLST
foram obtidos 8 STs diferentes. Todas as amostras pertencentes ao grupo clonal A (n=8),
apresentaram 0 mesmo ST (ST 277). A amostra CCBH5698 (grupo clonal M) também
pertence ao ST277. No PFGE, este clone apresentou 75% de similaridade com o grupo clonal
A (Figura 4.1).

4.1.2 PCR para deteccao de blaspm-1, rmtD e In163

Foi realizada PCR para a deteccdo dos genes blaspm-1 € rmtD e da regido variavel do
In163 (1.927pb) para as 50 amostras. Destas, 7 (14%) foram positivas para blaspm.1 , todas
pertencentes ao ST277, sendo 6 do grupo clonal A e uma do grupo clonal M (CCBH5698).
Em relacdo ao rmtD, foram encontradas 27 (54%) amostras positivas, sendo que 55% (15/27)
destas pertenciam ao ST277. A coproducao de blaspm-1 € rmtD foi igual a 12% (6/50). A
maioria das amostras do ST277 foi positiva para o In163 (84%, 16/19). As demais amostras

do estudo apresentaram resultado negativo nessa PCR (Figura 4.1)
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Figura 4.1: Perfis de fragmentagdo do DNA e dendrograma das 50 amostras de P. aeruginosa gerados pelo BioNumerics. Inclui-se também os resultados do MLST
e das PCRs para blaspy.1, rmtD e In16;, além dos dados clinicos das amostras. FO-Fragmento Osseo; PC-Ponta de catéter; NI- N&o Informado; LA-Liquido Ascitico;
LP- Liguido de Preservacdo; SS-Swab de Secrecdo; AT- Aspirado Traqueal; LPL-Liquido Pleural
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4.2 Southern Blot

Como o contexto genético amplo dos genes blaspms € rmtD e do In163 ainda ndo é
sabido, a primeira etapa foi a constru¢cdo de um mapa de restricdo referente a localizacdo
desses trés alvos de interesse. As amostras foram submetidas a digestdo com as enzimas ja
mencionadas na metodologia, e hibridadas com sondas especificas para 0s genes blaspy. ,
rmtD e In163.

Para esta andlise foram selecionadas 13 amostras do ST277 (Tabela 4.1). A amostra
CCBH4855 ndo entrou nesta selecdo, pois seu perfil de PFGE foi muito semelhante a
CCBHA4851, e os resultados da PCR para essas duas amostras foram idénticos. As amostras
CCBH6239 e CCBH5899 também ndo entraram na andlise por serem idénticas a CCBH5498
(Figura 4.1).

Tabela 4.1: Perfil das amostras selecionadas para construcdo do mapa genético

CCBH | Ano Estado blasgpm1 rmtD  In163 PFGE ST
3462 2007 RJ pos neg pos A7 277
4850 2008 GO pos pos pos Ad 277
4851 2008 GO pos pos pos A5 277
4145 2008 RJ neg pos pos A7 277
5698 2010 GO pos pos pos M 277
5867 2010 RJ pos pos pos A6 277
5868 2010 RJ pos pos pos A6 277
5498 2010 RJ neg pos pos Al 277
5520 2010 RJ neg pos pos Al 277
5869 2010 RJ neg pos neg A8 277
5939 2010 RJ neg pos pos Al 277
5946 2010 RJ neg pos pos A2 277
6425 2010 ES neg pos pos A6 277

4.2.1 Andlise da restricdo com a enzima I-Ceul

Para avaliar se 0s genes blaspm1 € rmtD, além do In163, possuem localizacdo
plasmidial ou cromossdmica, utilizamos a enzima I-Ceul. O perfil de fragmentacdo obtido
com essa enzima foi submetido a hibridacdo com as sondas para os alvos de interesse, no
entanto encontramos apenas marcagdes no poco para as sondas In163, rmtD e blaspma. A
Figura 4.2 representa o perfil de fragmentacdo obtido apds a digestdo com I-Ceul e a

hibridacdo com a sonda para o In163.

57


http://pt.wikipedia.org/wiki/Southern_blot

PM 3462 4850 4851 5698 5867 5858 4145 5498 5520 5869 5939 5946 6425 PM 3462 4850 4851 5698 5867 5858 4145 5498 5520 5869 5939 5946 6425

R = 2o -_ o N ==

945kb
772kb P

472kb 8 5

Figura 4.2: Gel com os perfis de fragmentagéo obtidos com a digestdo pela enzima I1-Ceul e membrana
de nylon marcada com a sonda do In163 das 13 amostras selecionadas.

4.2.2. Restricdo com Spel e Xbal

O perfil de hibridacbes com as sondas especifica para blaspm-1, rmtD e In163, apos
digestdo com as enzimas Spel e Xbal, podem ser vistos nas Figuras 4.3 e 4.4 e na Tabela 4.2.

Apos a digestdo com a enzima Spel e hibridacdo com sonda para blaspm-1, apenas para
uma amostra positiva para blaspm1, CCBH4850, ndo foi possivel observar marcacdo de
banda. Nas demais, observamos marcagfes correspondentes a uma banda de 8kb para as
amostras CCBH3462 e CCBH4851; uma banda de 19kb, para CCBH5867 e CCBH5868; e
para CCBH5698 (clone M) essa banda foi de 30kb. Com a sonda do gene rmtD, encontramos
marcacdo nas bandas de 24kb para a maioria das amostras, com excecdo de CCBH4851
(145,60kb) e CCBH5698 (508,05kb), além das CCBH5867 e CCBH5868 que ndo
apresentaram marcacdo. Para o Inl63, encontramos marcagfes em poucas amostras:
CCBH3462 (401kb), CCBH5698 (508kb), CCBH5868 (24kb) e CCBH5939 com duas
marcacdes (401kb e 24Kb) (Figura 4.3).

Em relacdo a digestdo com a enzima Xbal, obtivemos marcacdo com a sonda do blaspm-
1 em uma banda de 165kb para as amostras: CCBH3462 , CCBH4850 e CCBH5867 ; uma
banda de 178kb para CCBH4851 e uma banda com 191kb para CCBH5868. Ja para
CCBH5698 (clone M), a banda marcada possuia 59kb. Para rmtD, foi observada marcagdo em
uma banda de 19kb para a maior parte das amostras, apesar das CCBH5698, CCBH6425 e
CCBH4851 apresentarem marcagdo em bandas diferentes das demais (77kb, 106kb e 117Kkb,
respectivamente). Em relacdo ao In163, todas as amostras marcaram em uma banda de 95kb,
com a Unica excecdo da CCBH5698, que mostrou marcacdo em uma banda de 61kb (Figura

4.4).
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Figura 4.3: Representa¢do dos resultados das hibridacdes com as sondas para blaspy.1 .1, rmtD e In163
apos digestdo com enzima de restricdo Spel das 13 amostras selecionadas. As regifes coloridas

correspondem as bandas marcadas com as sondas: blaspy.1:  essMtD:  ewmdnl163: o

PM 3462 4145 4850 4851 5498 5520 5698 5867 5858 5869 5939 5946 6425
-

PR represpespe——— R

Figura 4.4: Representagdo dos resultados das hibridagdes com as sondas para blaspm.1 -1, rmtD e In163
apos digestdo com enzima de restricdo Xbal das 13 amostras selecionadas. As regides coloridas

correspondem as bandas marcadas com as sondas: blaspm-1 : wpntD: =mnl163: o
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Tabela 4.2: Resultados da PCR e perfis de hibridagdo das amostras do ST277, obtidos ap6s digestdo

com enzimas de restricdo Spel e Xbal e hibridagcdo com sondas de blaspy.,, rmtD e In163

Tamanho da banda marcada ap6s restricdo e hibridacéo (kb)

PCR
blg:’:\j‘_l Digestao com Spel Digestao com Xbal

Amostras rmtD e’

In163 Sonda Sonda Sonda Sonda Sonda  Sonda

blaspm-1 rmtD In163 blaspm-1 rmtD In163

CCBH3462 +/-1+ 8 - 401 165 - 95
CCBH4850 +/+ ]+ ND 24 ND 165 19 95
CCBH4851 +/+ ]+ 8 145 ND 178 117 95
CCBH5698 +/+ ]+ 30 508 508 59 77 61
CCBH5867 ++ [+ 19 ND ND 165 19 95
CCBH5868 ++ [+ 19 ND 24 191 ND 95
CCBH4145 o+ 1+ - 24 ND - 19 95
CCBH5498 o+ 1+ - 24 ND - 19 95
CCBH5520 o+ 1+ - 24 ND - 19 95
CCBH5869 o+ 1+ - 24 ND - 19 95
CCBH5939 A+ 1+ - 24 401e 24 - 19 95
CCBH5946 o+ 1+ - 24 ND - 19 95
CCBH6425 o+ 1+ - 24 ND - 106 95

Legenda- ND: Néo foi possivel Determinar; Negrito: Amostras selecionadas para a proxima fase.

4.3. Selecdo das amostras para sequenciamento total do genoma

Para o sequenciamento total do genoma foram selecionadas 5 amostras provenientes das

etapas anteriores, sendo uma negativa para blaspm-1 € positiva para rmtD (CCBH5939), uma

positiva para blaspm-1 € negativa para rmtD (CCBH3462) e trés positivas para os dois genes
(CCBH4851, CCBH4850 e CCBH5698) (Tabela 4.2, em negrito). Incluimos na etapa de

sequenciamento uma amostra negativa para blaspm, € rmtD (CCBH276), pertencente ao

ST277, proveniente da Colecdo de Culturas de Bactérias de interesse Hospitalar do

LAPIH/IOC do ano de 2004, afim de ter um controle negativo antigo para acompanhar a

evolucdo do clone, totalizando 6 amostras (Tabela 4.3).
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Todas as 6 amostras sequenciadas eram resistentes a ceftazidima, cefepime, imipenem,

meropenem, ciprofloxacina e gentamicina, e sensiveis a polimixina B.

Tabela 4.3: Dados das amostras que entraram na etapa de sequenciamento total do genoma

PCR para

Amostras | Ano blaspm.1,

rmtDe In163 AK ATM CAZ FEP CIP GEN IPM MER TZP PB
CCBH276 | 2004 I+ S R R R R R R R R S
CCBH3462 | 2007 +/-/+ S R R R R R R R S S
CCBH4850 | 2008 4+ R I R R R R R R R S
CCBH4851 | 2008 4+ R I R R R R R R R S
CCBH5698 | 2010 4+ R I R R R R R R R S
CCBH5939 | 2010 J++ R R R R R R R R R S
Legenda: AK-amicacina, ATM-aztreonam, CAZ-ceftazidima, FEP-cefepime, CIP-ciprofloxaxina, GEN-gentamicina, IPM-

imipenem, MER-meropenem, TZP-piperacilina-tazobactam, PB-polimixina B.

Selecionamos trés amostras positivas para 0s dois genes, pois encontramos marcacoes
distintas: a amostra CCBH4850 ndo apresentou marcacdes para blaspm.1 com Spel; a amostra
CCBHA4851 apresentou marcacdo diferente das demais tanto no teste de restricdo com Xbal e
hibridacdo com sonda para rmtD e blaspm.1, quanto na restricdo com Spel seguida de
hibridacdo com rmtD; e a CCBH5698, por ser a Gnica amostra blaspy.1, rmtD e In163 positiva

que ndo pertence ao clone A, além de apresentar marcacgdes distintas (Tabela 4.2).

4.4 Resultados do sequenciamento do genoma total

O STG foi realizado com o sistema Illumina MiSeq, gerando de 764.555 a 1.832.294
reads por amostra na corrida de 300 ciclos e de 287.569 a 2.588.123 reads por amostra na
corrida de 500 ciclos. Os dados do sequenciamento foram analisados pela abordagem de
“montagem de novo”, unindo as reads geradas pelas corridas de 300 e 500 ciclos. O nimero
de contigs gerados utilizando as reads das duas corridas variou de 150 a 547 por amostra. A
corrida de 500 ciclos da amostra CCBH4850 nédo funcionou, portanto, as reads utilizadas para
essa amostra correspondem somente a corrida de 300 ciclos, e 0 niUmero de contigs obtidos foi
igual a 1.356 (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Dados referentes as corridas de 300 e 500 ciclos do Sequenciamento Total do

Genoma de 6 amostras de P. aeruginosa do ST277 através do sistema Illumina MiSeq

N° de Tamanho

Amostras | reads300 reads 500 contigs Cobertura do genoma

ciclos ciclos (300+500) (300+500=total) (pb)
CCBH276 1.502.745 2.095.147 180 34x + 78x = 112x 6.698.521
CCBH3462 1.832.294 2.588.123 150 41X + 96x = 137x 6.683.131
CCBH4850 1.713.657 - 1.356 39x 6.493.849
CCBH4851 1.445.561 1.232.439 164 32x + 46x = 78x 6.719.789
CCBH5698 1.318.198 287.569 547 29x + 10x = 39x 6.885.052
CCBH5939 764.555 821.626 160 17x + 31x = 48x 6.694.874

4.4.1. Anélise dos contigs contendo o gene blaspm-1

Os contigs contendo o gene blaspm-1 variaram em tamanho de 3.985pb a 7.084pb entre

as amostras positivas para esse gene. O gene blagpm-1 foi encontrado dentro do elemento
genético ISCR4 (Genebank AY341249.1, Figura 3.3) nas amostras CCBH3462, CCBH4850
e CCBH4851. Na amostra CCBH5698 nédo foi encontrado nenhum contig contendo o gene

blaspm-1 . NO entanto, encontramos a regido contendo o groEL e a orf495 (regido de 2.126 pb
anterior ao gene blaspm-1) em um contig de 8.788 pb (5698-SPM-1 ). Para as amostras
negativas para blaspm.1 (CCBH276 e CCBH5939), ndo houve alinhamento de contig com
nenhuma regido da sequencia do ISCR4-SPM-1 (Genebank AY341249.1) (Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Anotacdo dos contigs que apresentaram identidade com o elemento genético ISCR4

carreando o gene blaspm.1 (Genebank AY341249.1) encontrados nas 6 amostras de P. aeruginosa

pertencentes ao ST277.

Amostra Contig(pb) Organizagao dos contig
CCBH276 NE -
CCBH3462  3462-SPM-1 | ~1500pb + viD2 + (groEL+ orf 495+ blaspw.1 + groEL) + groEL |
(7.075pb) | '
1pb 7.075pb
CCBH4850 4850-SPM-1 EL+ orf 495+ bl EL EL
roEL+ orf 495+ blaspm1 + groEL) + gro
(4.009 pb) I (g spM-1 + g )+t g }
1pb 4.009pb
CCBH4851 4851-SPM-1
roEL+ orf 495+ blagpy.1 + groEL
(3.985 pb) i (g sPm-1 + g )I
1pb 3.985ph
CCBH5698 5698-SPM-1 groEL + (groEL + orf 495) + regulador transcricional hipotético + 1500 pb + virD2 |
(8.788 pb) 1pb 87830
CCBH5939 NE -

Legenda: NE-Nao foi encontrado nenhum contig.
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Foi observado nos contigs das amostras CCBH3462 e CCBH5698, regides adjacentes
ao ISCR4. No contig da amostra CCBH3462 foi observado uma regido anterior ao ISCR4,
que anelou do nucleotideo 1.903 ao 2.263 a parte da proteina VirD2 (ID: CDI95028,
GenBank HG530068.1, e-value: 0.0; identidade: 92%).

No contig da CCBH5698, foi observado uma regido de 5.902 pb, posterior a ORF495,
que anelou do nucleotideo 2.886 ao 4.706 com um regulador transcricional hipotético
(CDI95038.1, GenBank HG530068.1, e-value: 0.0; identidade: 76%), e do nucleotideo 6.225
ao 8.472 a proteina VirD2 (ID: CDI95028, GenBank HG530068.1, e-value: 0.0; identidade:
92%).

Foi realizado um alinhamento par a par entre essas regides dos dois contigs (3462-
SPM-1 e 5698-SPM-1) e observou-se que a regido de 1 — 2.895pb do contig 3462-SPM-1 foi
idéntica a regido 4193 - 7088pb do contig 5698-SPM-1 (Figura 4.5).

1 500 1.000 1,500 2,000 2500 3.000 3,500 4,000 4,500 5,000 5501

Consensus

identiy O
1. 3461-SPM parte 2

2. 5698-SPM primeira

Figura 4.5: Figura representativa do alinhamento par a par entre a parte inicial do contig 3462-SPM-1
e a parte final do contig 5698-SPM-1, gerado pelo programa Geneious. A barra ldentity com a cor

verde significa 100% de identidade entre as duas sequencias.

Procurou-se entre as amostras sequenciadas, contigs que fossem complementares a
regido adjacente ao ISCR4 observada no contig 3462-SPM-1. Esse contig foi usado como
“query” para o blastn do RAST. Foi encontrado um contig na amostra CCBH4851, com
10.722pb, que alinhou do nucleotideo 1 ao 3.722 a regido correspondente a regido anterior ao
ISCR4 no contig 3462-SPM-1(Figura 4.6) .

Regido de sobreposicdo (3.722 pb)

A
f |

3,D|00 3'5|OD 4.0|00 4.5|[]D S‘UID(] 5‘5‘0{1 B.QDO 6‘5|UD 7‘0|[)(}

Consensus 1N

gy

1. contig 3452 ... N

2. config 4851 .. .

Figura 4.6: Regido de sobreposicao entre os contigs 3462-SPM-1 e 4851 (10.722pb) ap6s alinhamento
par a par entre eles usando o programa Geneious. A barra Identity com a cor verde significa 100% de

identidade entre as duas sequencias.
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O contig de 10.722pb da amostra CCBH4851 foi usado como “query” no Blast, e
encontramos 89% de identidade com uma regido de um plasmidio descrito em P. aeruginosa
(e-value: 0.0, GenBank KC543497.1). A regido de identidade com esse plasmidio
correspondia ao gene da proteina VirD2, ja observada no contig 3462-SPM-1 , uma proteina
de resisténcia a baciclomicina, um regulador transcricional da familia LysS, uma lipoproteina

hipotética e aos genes vird4, copG , trbB, trbC, trbD, além de uma proteina hipotética.

Com o objetivo de verificar a existéncia dessa regido anterior a ISCR4 nas outras
amostras sequenciadas, um consenso de 13.959pb (gerado a partir do alinhamento par a par
entre os contigs 3462-SPM-1 e 4851-10.722pb, Figura 4.7 ) foi usado como referéncia para
mapeamento das reads. O resultado do blastn desse consenso pela plataforma Blast mostrou
que 0s primeiros 7.266 nucleotideos desse consenso tinham 83% de identidade com o
transposon Tn4371 de Ralstonia oxalatica (GenBank AJ536756.1, e-value: 0.0).

Orf495
+3
‘ proteina hipotética - blaspy.1
+2
) SroEL
GroEL

" = .

) TrbC VirD4 Regulador transcricional

TrbD CopG proteina de resisténcia a baciclomicina

-2

. IrbB lipoproteina hipotética VirD2

800 L2400 , 4000 | 5600 | 7200 , 8800 ; 10400 | 12000 ; 13600 ; 15200 |
f 1 1 1 1 T T 1 1 1 1 1 T T T 1 1 1 1 T 1

Figura 4.7: Anotacao, gerada pelo programa RAST, do consenso de 13.959pb entre os contigs 3462-
SPM-1 e 4851-10.722pb. Nesta figura estdo representados as fases (-3 a +3) e o sentido (setas) da
leitura de cada gene.

Para todas as amostras blaspm-1 positivas foi encontrada cobertura em toda extensdo do
consenso, exceto para a regido correspondente ao gene blaspm-1 da amostra CCBH5698, que

foi pouco coberta (Figura 4.8, D).
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Figura 4.8: Figuras representativas, geradas pelo programa Geneious, do mapeamento das reads das
amostras positivas para blaspym.1, usando como referéncia o consenso 3462-SPM-1 /4851-10.722pb
(13.959pb, Figura 4.7). O retangulo superior representa a sequencia consenso da amostra (consensus),
onde as areas cinzas indicam identidade e as pretas diferencas, em relacdo a sequencia de referéncia.
Os picos azuis representam a cobertura, também representada metricamente na escala a esquerda do
alinhamento (Coverage). Na figura D, as reads da amostra CCBH5698 também estao representadas,

como pequenos retangulos pretos.

Para as amostras blaspm-1 negativas (CCBH276 e CCBH5939) foram encontradas
apenas as regides correspondentes ao groEL e orf495 (Figura 4.9). Usando o Blast,
verificamos que essa regido mostrava alinhamento com a ORF494 (97% de identidade, contra
77% com a ORF495).
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A) CCBH276
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Figura 4.9: Figuras representativas do mapeamento das reads das amostras blaspm.; negativas usando
como referéncia o consenso 3462-SPM-1 /4851-10.722pb (13.959pb). O retangulo superior representa
a sequencia consenso da amostra (Consensus), onde as areas cinzas indicam identidade e as pretas
diferencas, em relacdo a sequencia referéncia. Os picos azuis representam a cobertura, também

representada metricamente na escala a esquerda do alinhamento (Coverage).

4.4.2 Anélise dos contigs contendo In163 e 0 gene rmtD

O alinhamento da sequencia com 0 nimero de acesso DQ914960 no GenBank (Figura
3.4), mostrou a presenca de contigs que variaram de 2.607pb a 34.655pb em todas as 6
amostras sequenciadas. Pela plataforma Blast, realizamos o blastn desses contigs, encontrando

as organizacOes mostradas na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Anotacdo dos contigs que apresentaram identidade com o integron In163 e o elemento
genético ISCR14 carreando o gene rmtD (Genebank DQ914960) encontrados nas 6 amostras de P.

aeruginosa pertencentes ao ST277.

Amostra Contig (pb) Organizacao dos contigs
CCBH276 276-In (33.317 pb) , 7.342pb +In163 + Tn5564 + DNA H. arsenicoxydans
I 1
Ipb 33.317 pb
CCBH3462 3462-In (17.209 pb) Tn5564+ 6.903 pb + In163
Ipb 17.209 pb
CCBH4850 4850-In+rmtD In163 + orf 494 + rmtD
(10.081pb) Ipb 10.081 pb
CCBH4851 4851-In+rmtD | In163 + orf494 + rmtD + groEl + orf494 + Tn5564 + DNA H. arsenicoxydans |
34.655pb ' '
( P ) Ipb 34.655 pb
CCBH5698 5698-In+rmtD _ In163 + orf494 + rmtD + groEL+ transposase +6.200pb |
(19.828pb) | .
pb 19.828 pb
CCBH5939 5930-rmtD (2607pb) e rmtD + orf494 e In163

Ipb 2.607 pb Ipb 6.627 pb

5939-In (6627pb)
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O gene rmtD foi encontrado associado ao ISCR14 e In163 em todas as amostras
positivas para esse gene, exceto para a amostra CCBH5939, onde ndo pudemos identificar um
Unico contig contendo as duas regides (ISCR14 e In163) juntas.

O resultado do blastn do contig4851-In+rmtD (34.655pb), mostrou alinhamento do
nucleotideo 1 ao 17.815 com a regido contendo o In163, orf494 até o gene cmx do Tn5564
(GenBank DQ914960.2, e-value:0.0; Identidade 99%), com uma delecdo de 15pb no gene
cmx. A partir do nucleotideo 19.213 em diante houve alinhamento, com 99% de identidade, a
uma regido contendo genes relacionados ao metabolismo respiratério da bactéria
Herminiimonas arsenicoxydans (alinhamento do 2.043.381 — 2.058.797pb no GenBank
CU207211.1; e-value: 0.0).

Realizando blastn pela plataforma Blast, do contig 4851-In+rmtD contra a PAO1
(NCBI Reference Sequence: NC_002516.2), observamos alinhamento, com 75% de
identidade, em uma regido de 1.112pb da sequencia de 15.424pb do DNA da H.

arsenicoxydans.

A amostra CCBH5698 mostrou-se diferente das demais quanto ao contexto genético do
gene rmtD e do In163. O resultado do blastn do contig 5698-In+rmtD (19.828pb), revelou no
primeiro hit o In163, seguido dos genes para orf494, rmtD e groEL (GenBank DQ914960.2,
e-value: 0.0; ldentidade: 99%). Observamos nesse contig, a auséncia de uma regido de
6.368pb, correspondendo a regido da orf494 posterior ao gene rmtD até o0 gene cmx na
sequencia de niumero de acesso DQ914960.2. Foi encontrando nesta posi¢do, uma transposase
que apresentou 99% de similaridade com a transposase da sequencia de insercdo 1S3513
(GenBank CR931997.1). No final deste contig, existe uma regido de 6.200 pb que ndo

apresenta hits confiaveis com o banco de dados.

A regido final do contig 5698-In+rmtD ndo corresponde a sequencia do DNA de H.
arsenicoxydans encontrado no contig 4851-In+rmtD, pois o0 alinhamento par a par dessas duas

regibes ndo mostrou nenhuma similaridade (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Alinhamento par a par entre a regido de 6.200 pb contig 5698-In+rmtD, que néo
apresenta hits confiaveis com o banco de dados, e a regido do contig 4851-In+rmtD correspondente ao
DNA da H. arsenicoxydans. A barra ldentity com a cor verde significa identidade de 100%, j& a cor

amarela significa diferencas entre as duas sequencias.

A amostra CCBH276 (rmtD negativa) apresentou um contig contendo o In163 de
33.317 pb (contig 276-1n). O resultado do blastn desse contig revelou que os nucleotideos do
intervalo de 1 a 7.342 ndo apresentaram hits confiaveis com o banco de dados; logo ap6s se
encontrava 0 In163 (GenBank DQ914960.2, ID:100%) seguido de parte do Tn5564
(transposase + cmx) (GenBank DQ914960.2, 1D:100%). A regido do nucleotideo 17.858 em
diante alinhou com a mesma regido do cromossomo da bactéria H. arsenicoxydans encontrada
na amostra CCBH4851 (contig 4851-In+rmtD) (GenBank CU207211.1, e-value: 0.0;
Identidade 99%). O alinhamento entre essas regides dos dois contigs encontra-se na Figura
4.11.

DNAH. arsenicoxydans

Consensus
Identity

1. 276-In inicio
2. 4851-rmiD inicio

Figura 4.11: Alinhamento par a par entre as regides dos contigs 276-In e 4851-In+rmtD que
correspondem ao DNA da H. arsenicoxydans. A barra Identity com a cor verde significa 100% de

identidade entre as duas sequencias.

Na amostra CCBH3462, que também € positiva para o In163 e negativa para 0 gene
rmtD, foi encontrado um contig de 17.209pb (3462-In). Na regido anterior ao integron existia
uma sequencia de nucleotideos de 6.903pb que ndo apresenta nenhum hit confidvel com o
banco de dados, além de outra copia de parte do Tn5564 (GenBank DQ914960.2; e-value:
0.0; Identidade: 100%) (Tabela 4.5).

Um alinhamento par a par foi realizado entre os contigs 276-In e 3462-In e
encontramos uma sobreposicao de aproximadamente 13.000 pb, correspondente a regido sem
hit no banco de dados mais o In163 (Figura 4.12 e 4.13, circulo laranja).
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Figura 4.12: Alinhamento par a par entre os contigs 276-1n e 3462-In. A barra Identity com a cor verde
significa 100% de identidade entre as duas sequencias. Em laranja a regido de identidade
correspondente ao In163 e a regido sem hit no banco de dados
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Figura 4.13- Anotacdo feita através de analise no Blast dos contigs 276-In 3462-In e do consenso
gerado entre os contigs 276-In e 3462-In. Em laranja a regido de identidade correspondente ao In163

mais a regido sem hit no banco de dados.

Para investigar se as duas amostras rmtD negativas apresentavam essas regides
adjacentes a sequencia GenBank DQ914960.2, ou seja, a presenca de parte do Tn5564
anterior ao In163 e a regido do DNA da H. arsenicoxydans posterior a este elemento genético,
suas reads foram mapeadas usando como referéncia um consenso entre os contig 276-In e
3462-1n (37.094 pb), obtido através de alinhamento par a par (Figura 4.13 C). Foi encontrada

cobertura em toda extensdo para ambas, confirmando a existéncia dessa regido (Figura 4.14).
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Figura 4.14: Figuras representativas geradas pelo programa Geneious do mapeamento das reads das
amostras negativas para rmtD, usando como referéncia o consenso entre os contig 276-In e 3462-1n
(37.094 pb), obtido através de alinhamento par a par. O retangulo superior representa a sequencia
consenso da amostra (Consesnsus), onde as areas cinzas indicam identidade e as pretas diferencas, em
relacdo a sequencia referéncia. Os picos azuis representam a cobertura, também representada
metricamente na escala a esquerda do alinhamento. A figura (A) representa o alinhamento das reads
da amostra CCBH276 mapeadas contra a parte do Tn5564 anterior ao In163. A figura (B) representa o

alinhamento das reads da amostra CCBH3462 com a regido do DNA de H. arsenicoxydans.

Decidiu-se procurar entre as amostras sequenciadas, contigs que fossem
complementares as partes adjacentes a sequencia GenBank DQ914960.2 que encontradas até
aqui. O consenso de 37.094pb gerado entre os contigs276-1n e contig3462-1n foi usado como
“query” no blastn do RAST. Atraves desta andlise, foram encontrados dois contigs
importantes na amostra CCBH5939. Um contig de 179.418pb, que alinhou do nucleotideo
163.634 a0 179.418 (15.779pb, parte final desse contig) com a regido correspondente ao DNA
da H. arsenicoxydans (posterior a ISCR14), e outro de 40.365pb, que alinhou do nucleotideo
1 ao 7.611 (parte inicial desse contig) com a regido sem hit no blast e a parte do Tn5564

(anterior ao In163).

Alinhamentos par a par sucessivos dos contigs 3462-1n, 4851-In+rmtD e os dois contigs
da amostra CCBH5939 (Figura 4.15) foram feitos, obtendo um consenso de 239.648pb, com
conteldo GC de 65%. Esse consenso foi depositado no RAST para anotacdo automatica, e a
plataforma Blast no NCBI também foi usada para identificar as regides que estdo mostradas
na Figura 4.16. As regides do genoma da PAO1, que estdo no inicio e no fim do consenso, séo
continuas no genoma da cepa referéncia, PAO1 (correspondem a 2.948.621-2.923.150 e
2.923.240-2.814.770 na sequencia NCBI Reference Sequence: NC_002516.2).
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Consenso 3462-In e 4851-In+rmtD

A) (47.770 pb)

—
20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 209,409|

Consensus

Identity |
1. Consenso 2 (consenso 1 + ... [ ]
2. Contig_11 5939 [ 1
Regido de sobreposigdo (15.779 pb)
B) Regido de sobreposicdo (7.611 pb)
1 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220000 239,64

Consensus

tdentiy ————————= ]
1. Consenso 3 (consenso 2+ ... [ -

2. Contig_62 S S

Consenso 3462-In, 4851-In+rmtD e 5930-179.418pb (209.409pb)

Figura 4.15: Figuras representativas, obtidas pelo Geneious, dos alinhamentos par a par sucessivos
entre os contigs 3462-In, 4851-In+rmtD e os dois contigs da amostra CCBH5939. A barra Identity
com a cor verde significa 100% de identidade entre as duas sequencias. Em (A) esta representado o
alinhamento entre o consenso 3462-In e 4851-In+rmtD e o contig de 179.418pb da amostra
CCBH5939. Em (B) esta representado o alinhamento entre o consenso obtido em (A) e o contig de
40.365pb da amostra CCBH5939.

Na regido de aproximadamente 100kb do consenso, entre as duas sequencias do genoma
da PAOL, estdo: parte do Tn5564 anterior ao In163, a sequencia de 17kb ja descrita por Doi e
calaboradores em 2008 (GenBank DQ914960.2) (65) e a regido de H. arsenicoxydans, ja
descritos anteriormente; posteriormente encontramos 21.358pb que anelam a uma regido
correspondente a genes codificadores de proteinas envolvidas no processo de conjugacéao
(pilL, virD4) e reparo do DNA (radC), presentes no genoma Alicyliphilus denitrificans
(GenBank CP002449.1, e-value 0.0, 1D:88%); e logo apos 18.543pb que anelam com uma
regido correspondente aos genes codificantes de uma topoisomerase do tipo Ill, proteinas
ligadoras de DNA fita simples e véarias proteinas hipotéticas semelhantes aquelas encontradas
em uma ilha gendmica de P. aeruginosa (PAGI-I), presentes no transposon clc de
Pseudomonas putida (GenBank AJ617740.2, e-value 0.0, 1D:85%).

Genoma H. arsenicoxydans, (GB: Transposon Pseudomonas putida (GB:
CU207211.1, e-value 0.0, ID:97%) AJB17740.2, e-value 0.0, ID:85%)
J, Genoma Alicyliphilus denifrificans

In163, ISCR14 (rmtD) (GB: CP002449.1, e-value 0.0,
Genoma da PAO1 e Tn5564 1D:88%) Genoma da PAO1

Tn5364
| 1 " I | | | | ] | |

pb 25.475pb  41.141pb 58.983ph 60.373pl 81.731pb 83 799pb 03.874pb 112.598pb 131.048pb 130.959pb 239.430pb
| pb 25.475p! ! 58.983ph 60.373pb  81.731pb 83,799 103.874pb  112.598 31.048pb  130.959pk 239.430pb

Figura 4.16: Identidades do consenso de 239.648pb ( gerado entre os contigs 3462-1n, 4851-In+rmtD e

os dois contigs da amostra CCBH5939) obtido através da plataforma Blast.
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Para verificar se esta regido (Figura 4.16) existia, as reads de todas as amostras foram

mapeadas usando este consenso como referéncia. As amostras CCBH3462 e CCBH276,

mostraram uma boa cobertura, com apenas um gap na regido correspondente a ISCR14(rmtD)

(Figura 4.17)

A) CCBH276

ISCR14, rmtD

Consensus

Coverage

Consenso_4_rev_compl

1 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220,000 249,748
I T I I |

" imemnbbanidn, i, 5. cbhnasisbidntuinh ittt e o b s

1 18,379 37 825 57,486 77014 6,276 115,593 134,886 154,282 173,480 192,831 212,011 239.430

C) CCBH3462

Consensus

Coverage

Consenso_4 ...

1 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220,000 249,209

" et L bttt e ittt bt

18,766 38,391 58,053 77,657 96,918 116,245 135,659 154,997 174,155 193,328 212,529 239430

Figura 4.17: Mapeamento das reads das amostras rmtD negativas usando o contig de 239.648pb como

referéncia. O retdngulo superior representa a sequencia consenso da amostra (Consensus), onde as

areas cinzas indicam identidade e as pretas diferencas, em relacdo a sequencia referéncia. Os picos

azuis representam

a cobertura, também representada metricamente na escala a esquerda do

alinhamento (Coverage).

Entre as amostras positivas para rmtD, CCBH4850, CCBH4851 e CCBH5939,

revelaram cobertura boa em toda extensdo (Figura 4.18). O mapeamento por referéncia das

reads da CCBH5698 contra o consenso final de 239.648pb, mostrou dois gaps. Do

nucleotideo 30.207 ao 32.607 correspondia ao gene cmx, e do 55.442 ao 59.042 correspondia

a transposase, além de uma aparente grande discordancia entre a sequencia de nucleotideos do

consenso 239.648

pb e a da amostra (Figura 4.18 C).
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A) CCBH4850

T 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 740,000 160,000 180,000 200,000 220,000 243,608
Consensus I 1 H il T T T T " T |

3
Coverage 1 | I A ‘I Il "l“ I "II'“ ll.ll " |I| ) . III || . I.I || || . | lll
0.

1 19,124 38,900 58,708 78,528 98,263 118,040 137,794 157,547 177,239 198,964 216,842 230430
Consenso_4 r...

B) CCBHA4851

1 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220,000 249,209
Consensus X T T H—— TN T T T H |

352
Coverage ol l A | 'I |. |||‘.|.|||| I....l ..". i fhintndint = - Ill Mol

1 18,464 38,074 57,660 77,223 96,426 115,644 134,977 154411 173,697 193,034 212234 239,430

Consenso_4_f...

Transposase do Th5564  cmx Dlscordlanua
r_H r_l_\ [ \
Il 20,000 40,000 60,000 80,000 wo 000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220,000 245,021
Consensus X T
Coverage I l n " I l i i'l‘ M”.H‘h u‘ - !
19,318 39,085 58910 78714 98,058 117,594 137,181 156,887 176,535 196,216 215,861 239,430
Consenso 4 r..

‘1 20 'UOU 40“000 GD“OUD 80, IUOU ‘\{JU‘UQU IZO‘UUO 140;300 |60‘IUDD |80“DOU 200‘000 ZZOI‘OUO 243, ||'E!
Consensus [ o e T e e s s N T . k)

89
| A Ao i N A, NS A A,

il 18,710 38,559 58,452 78,350 98,162 117 965 137,758 157 539 177 327 197,082 216,807 239,430

Consenso 4 r...

Figura 4.18: Mapeamento das reads das amostras rmtD positivas usando o contig de 239.648pb como
referéncia. O retangulo superior representa a sequencia consenso da amostra (Consensus), onde as
areas cinzas indicam identidade e as pretas diferengas, em relacdo a sequencia referéncia. Os picos
azuis representam a cobertura, também representada metricamente na escala a esquerda do
alinhamento (Coverage).

4.5. Correlacédo dos resultados de PFGE, Hibridacédo e Sequenciamento

Analisando em conjunto os resultados obtidos por PFGE seguido de hibridacéo, e pelo
sequenciamento total do genoma, observamos que todas as amostras do clone A apresentaram

a mesma estrutura genética em torno dos genes blaspy-1 € rmtD.

A amostra CCBH5698 (grupo clonal M) apresentou perfis de hibridacdo diferentes das
demais, em todos os testes feitos. Essa diferenca foi vista também no sequenciamento, onde
ndo foi possivel sequenciar o gene blaspm.1, € @ estrutura genética em torno do gene rmtD
encontrada foi diferente das 5 amostras do grupo clonal A . Em relacdo a amostra CCBH4851,
houve diferencas no perfil de hibridacdo do gene rmtD, e também uma pequena delecdo no

gene cmx, posterior ao gene rmtD, observada apds analise do sequenciamento.
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Tabela 4.7 : Resultados de PFGE, PCR, Hibridagéo e Sequenciamento total do Genoma das 6 amostras selecionadas.

Tamanho da banda marcada apds restricéo e

hibridacao (Kb)

Sequenciamento

PCR para
blagpm-1 -1/ Digestdo com Spel Digestdo com Xbal
Amostras PFGE rmtD /
Ambiente blagpp.; - Ambiente rmD e In163
In163 Sondas Sondas s
blaspM.l .1/ rmtD / In163 blaspM.l 1 / rmtD /In163
A o i ) - Consenso 239.648pb (Figura 4.17),
CCBH276 [-1+ sem ISCR14, rmtD
A i i ) Consenso 13.959pb Consenso 239.648pb (~Figura 4.17),
CCBH3462 +/-1+ 8/-/401 165/-17195 (Figura 4.8A) sem ISCR14, rmtD
CCBH4850 A 4]+ ND /24, / ND 165/ 19/ 95 Co?éfgjfalffgfpb Consenso 239.648pb (Figura 4.18A)
CCBH4851 A 4]+ 87145/ ND 178/ 117/ 95 Consgnso 13.959pb Consenso 239.648pk3 (Figura 4.18B),
(Figura 4.8C) com delecdo cmx
CCBH5698 M YN 30 /508 / 508 59/77/61 Consenso 13.959pb (Figura Consenso 239.648pb (Figura 4.18 C),
4.8D), sem blasppm.1 1 sem Tn5564
CCBH5939 A S+ ~1241401 e 24 -119/95 - Consenso 239.648pb (Figura 4.18 D)
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4.6 Andlise de mutac@es e dele¢Bes/insercdes em genes intrinsecos

gue levam a resisténcia

4.6.1 Anélise de mutacdes no gene OprD e reguladores de AmpC

A andlise das mutacdes encontradas no gene OprD e nos genes reguladores de
AmpC encontram-se na tabela 4.8.

Todas as amostras analisadas exibiram 20 mutagdes no gene oprD, sendo 2 nédo
sinbnimas; além disso foram observadas dele¢des dos nucleotideos 379 e 380 do gene, 0
que acarretou em uma mudanca no quadro de leitura (frameshift) com relagéo a
sequencia de aminoé&cidos correspondente na PAO1 a partir do aminoacido 126 (Tabela
4.7 e Figura 4.19).

110 120 130
l T 1

Consensus P 1 EGTHLQDHA
Identity . = |

1. 276 OprD . .S L .. e e e e e e, T . . . « < « « « < . . EGTHLOQDHA
2. 3462 OprD S L L s e e e e e e T . . .« o . ... EGTHLOQDHA
3. 4850 OprD e e S L s e e e e e e e T o v v v v v 0 0 0. EGTHLQDHA
4. 5698 OprD e e S e e e e e e e e e e T v e v v e e e e e e EGTHLQDHA
5. 5939 OprD .S L. L e e e e e T o o v v v v e e e e EGTHLQDHA
6. 4851 OprD PR S PP EGTHILQDHA

W;IU 12|D ‘\:ED
7. PAO OprD DKTGTGNLPVMNDGKPRDDYSRAGGAVKVRISKTM

Figura 4.19: Alinhamento das sequencias de aminoacidos da proteina OprD entre seis amostras
de P. aeruginosa pertencentes ao ST277 e a amostra referéncia PAOL. A figura gerada pelo
programa Geneious representa parte do alinhamento mostrando a mudanca no quadro de leitura
(frameshift) a partir do aminoacido 126 da sequencia da proteina OprD (total de 444

aminoacidos).

Procurou-se por mutacdes nos reguladores do gene ampC (ampD e dacB). Para
0 gene ampD, ndo foi encontrado em nenhum contig das amostras CCBH276 e
CCBH5939. Para as demais amostras, 4 mutacdes foram observadas na sequencia de
nucleotideos, sendo 2 dessas mutacGes ndo sinbnimas que geram mutacdes na
sequencia de aminoacidos (G148A e S174L) (Tabela 4.8).
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Em relacdo ao gene dacB, observamos apenas 3 substituicbes sindnimas de
nucleotideos, portanto a sequencia de aminoécidos foi idéntica a cepa selvagem em

todas as amostras (Tabela 4.8).

Tabela 4.8: AlteracOes nas sequencias de nucleotideos e aminoécidos referentes aos genes oprD,

ampD e dacB nas amostras de P. aeruginosa pertencentes ao ST277.

oprD ampD dacB

Amostras Mutagdes Mutagdes (AA)  Mutacdes Mutagdes (AA) Mutacdes Mutacdes

(NT) (NT) (NT) (AA)
CCBH276 20/2D MF (126) - - 3 NE
CCBH3462 20/2D MF (126) 4 G148A, S174L 3 NE
CCBH4850 20/2D MF (126) 4 G148A, S174L 3 NE
CCBH4851 20/2D MF (126) 4 G148A, S174L 3 NE
CCBH5698 20/2D MF (126) 4 G148A, S174L 3 NE
CCBH5939 20/2D MF (126) - 3 NE

Legenda: NT-Nucleotideos, AA- Aminoacidos, MF-Mudan¢ca no quadro de leitura (frameshift), D-

Delecdo, NE-N&o existe

4.6.2 Andlise de mutacdes nos genes reguladores de bombas de efluxo

A analise das mutacdes encontradas nos genes reguladores das bombas de efluxo
MexAB-OprM, MexXY-OprM e MexEF-OprN encontram-se na tabela 4.9.

Em relacdo aos genes reguladores da bomba de efluxo MexAB-OprM,
encontramos 4 muta¢des na sequencia de nucleotideos do gene PA3721 que geraram
duas mutacBGes na sequencia de aminoacidos em relacdo a cepa selvagem (G71E e
S208R), comuns a todas as 6 amostras analisadas. Para 0 gene mexR, a sequencia de

nucleotideos foi idéntica a da PAO1 em todas as amostras (Tabela 4.9).

Para 0 gene mexT, regulador da bomba de efluxo MexEF-OprN, uma delecédo de
8 nucleotideos (240-247), acarretou uma mudanca no quadro de leitura (frameshift) na
traducdo da proteina para todas as amostras a partir do aminoacido 80 (Tabela 4.9 e
Figura 4.20).
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220 21?0 240 2?0

TGTTCCTCGGECAGECGGECA—————— —— TCAG
dentity R @
1. 276 mexT TGTTCCTCGGCCAGCCGGCCA TCAG
2.3462 mexT TGTTCCTCGGCCAGCCGGCCA TCAG
3.4851 mexT TGTTCCTCGGCCAGCCGGCCA TCAG
4. 5698 mexT TGTTCCTCGGCCAGCCGGCCA TCAG
5.5039 mexT TGTTCCTCGGCCAGCCGGCCA TCAG
6.4850 mexT TGTTCCTCGGCCAGCCGGCCA TCAG
7. PA0O1 mexT TGTTCCTCGGCCAGCCGGCCAGEEGGEEATCAG

Figura 4.20: Alinhamento das sequencias de nucleotideos do gene mexT entre seis amostras de
P. aeruginosa pertencentes ao ST277 e a amostra referéncia PAOL1. A figura gerada pelo
programa Geneious representa parte do alinhamento mostrando delecdo de 8 nucleotideos da
sequencia de mexT (total de 1.044 nucleotideos).

A andlise do gene regulador negativo de mexT (mexS), mostrou 5 mutagdes na
sequéncia de nucleotideos, sendo 1 ndo sinbnima, que gerou a substituicdo D249N na
sequencia de amino&cidos (Tabela 4.9).

Para o regulador da bomba de efluxo MexXY-OprM, mexZ, todas as amostras
apresentaram uma mutacdo no nucleotideo 438 seguida de uma delecdo de 17
nucleotideos, do 440 ao 457, que gerou uma mudanca no quadro de leitura (frameshift)
na traducdo da proteina a partir do aminoacido 147 em todas as amostras (Tabela 4.9 e
Figura 4.21).

7. PAO1 MexZ MARK TKEESQKTRDGI LDAAERVF LEKGVG TTAMA DLA
1?0 1?0 1?0 1(?0

Consensus

Identity

1. 276 MexZ Wi eeeieaaeiiariees.... PAGRRAGQHLSATIALGE
2. 3462 MexZ Wi eeaaaaaaaeeaa. ... PAGRRAGOHLSAIALGI
3. 4850 MexZ “ e eeetiaeaiiaie.......PAGRRAGQHLSAIALGH
4, 4851 MEXZ |- v e PAGRRAGQHLSAIALGH
5. 5698 MexZ e eeeeseaaasaeeasa. .. PAGRRAGQHLSAIALGI
6. 59639 MexZ “ e eeetiaeeeiaie.......PAGRRAGQHLSAIALG!

Figura 4.21: Alinhamento das sequencias de aminoacidos da proteina MexZ entre seis amostras
de P. aeruginosa pertencentes ao ST277 e a amostra referéncia PAOL. A figura gerada pelo
programa Geneious representa parte do alinhamento mostrando a mudancga no quadro de leitura
(frameshift) a partir do aminoadcido 147 da sequencia da proteina MexZ (total de 211

aminoacidos).
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Tabela 4.9: AlteracOes nas sequencias de nucleotideos e aminoacidos referentes aos gene reguladores de bombas de efluxo nas amostras de P. aeruginosa

pertencentes ao ST277..

Mutagdes nos genes reguladores de bombas de efluxo

Amostras MexAB-OprM MexEF-OprN MexXY-OprM
PA3721/NalC mexR/NalB mexT mexS mexZ
Mutagdes Mutagdes (AA) Mutacbes  Mutagdes Mutagdes Mutacbes Mutacbes Mutacdes Mutacdes (NT) Mutacdes
(NT) (NT) (AA) (NT) (AA) (NT) (AA) (AA)

CCBH276 4 G71E, S209R 0 NE D240-247 MF80 5 D249N 1/D440-457 MF147
CCBH3462 4 G71E, S209R 0 NE D240-247 MF80 5 D249N 1/D440-457 MF147
CCBH4850 4 G71E, S209R 0 NE D240-247 MF80 5 D249N 1/D440-457 MF147
CCBH4851 4 G71E, S209R 0 NE D240-247 MF80 5 D249N 1/D440-457 MF147
CCBH5698 4 G71E, S209R 0 NE D240-247 MF80 5 D249N 1/D440-457 MF147
CCBH5939 4 G71E, S209R 0 NE D240-247 MF80 5 D249N 1/D440-457 MF147

Legenda: NT-Nucleotideos, AA- Aminoacidos, MF-Mudanca de frameshift, D-Delecdo
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4.6.3 Andlise de mutacdes nos genes responsaveis pela resisténcia as quinolonas

Para 0s genes responséveis pela resisténcia as quinolonas, gyrA, gyrB, parC e parE,
encontramos as mudancgas mostradas na Tabela 4.10.

A andlise da sequencia de nucleotideos do gene gyrA revelou 15 mutagdes em relagdo
a PA01, das quais apenas uma gerou mutacdo também na sequencia de aminoécidos (T83-1),
em todas as amostras. Para a amostra CCBH4850, além das mutagdes citadas acima, outra

mutacao ocasionou uma segunda alteracdo na proteina, E188-D (Tabela 4.10).

Ja em relacdo ao gene gyrB, observamos duas mutacBes sindbnimas na sequencia de
nucleotideos para todas as amostras, sem alteracdo na proteina (Tabela 4.10).

Em parC encontramos 19 mutacGes na sequencia de nucleotideos em relacdo a mesma
sequencia na cepa de referencia. Destas, duas mutacoes levaram as mudancas de aminoacidos
S87-L e H262-Q, para todas as seis amostras (Tabela 4.10).

Para parE, as 8 mutacGes de nucleotideos observadas em todas a 6 amostras nao
geraram mudangas na sequencia de aminoacidos da proteina, no entanto, para a amostra

CCBH4850, uma nona mutacao levou a mudanca T26-P.

Tabela 4.10: Alterac6es nas sequéncias de nucleotideos e aminoacidos referentes aos gene gyrA, gyrB,

parC e parE nas amostras de P. aeruginosa pertencentes ao ST277.

gyrA gyrB parC parE
Amostras Mutacdes Mutacdes Mutaces Mutaces Mutaces Mutaces Mutacoes Mutacdes
(NT) (AA) (NT) (AA) (NT) (AA) (NT) (AA)
CCBH276 15 T83lI 2 NE 19 S87L, 8 NE
H262Q
CCBH3462 15 T83lI 2 NE 19 S87L, 8 NE
H262Q
CCBHA4850 15+1 T82I + 2 NE 19 S87L, 8, A76C T26P
E188D H262Q
CCBH4851 15 T83lI 2 NE 19 S87L, 8 NE
H262Q
CCBH5698 15 T83lI 2 NE 19 S87L, 8 NE
H262Q
CCBH5939 15 T83lI 2 NE 19 S87L, 8 NE
H262Q

Legenda: NT-Nucleotideos, AA- Aminoécidos, MF-Mudancano quadro de leitura (frameshift), D-Dele¢do, NE-

Nao existe
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5. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, devido ao aumento da utilizagdo de antimicrobianos de amplo
espectro, principalmente em unidades de terapia intensiva, tem se observado a emergéncia
mundial de bastonetes Gram-negativos MDR, incluindo P. aeruginosa. Surtos envolvendo P.
aeruginosa MDR ocorrem em diferentes paises, e envolvem principalmente clones produtores
de B—lactamases tipo MBLs (62, 87). A propagacéo de clones MDR chama a atencédo devido a
necessidade de vigilancia dessas cepas no ambiente hospitalar.

Depois do primeiro relato de uma cepa de P. aeruginosa expressando a MBL SPM-1
em S&o Paulo, um clone MDR epidémico produtor desta enzima (chamado de clone SP) tem
se disseminado pelo Brasil. Varios trabalhos mostram a propagacao desse clone: em 2003 foi
registrada a sua disseminacdo pelos estados brasileiros da Bahia, Ceard, Distrito Federal, S&o
Paulo e Para; no ano de 2004 foi descrita em Pernambuco; em 2006 no Rio de Janeiro; em
2007 no Maranhdo e em 2009 em Goias (62, 63, 59, 88, 89).

Fonseca e colaboradores aplicaram o esquema de MLST para determinar a
epidemiologia do clone MDR de P. aeruginosa produtor de SPM-1. As analises dessas
amostras por PFGE em paralelo com MLST mostraram que elas estavam agrupadas no clone
SP e pertenciam ao ST277 (73).

Das 50 amostras de P. aeruginosa MDR incluidas neste estudo, foi possivel confirmar a
prevaléncia do ST277(38%), sendo que todas as amostras positivas para blaspm-1 (n=7)

pertenciam a este ST.

No entanto, a amostra CCBH5698, embora tenha sido alocada no ST277, pertencia a
outro grupo clonal determinado por PFGE (clone M), que apresentou 75% de similaridade

com as amostras pertencentes ao clone SP (clone A neste estudo).

Se os perfis de fragmentacdo do DNA das amostras blaspm-1 positivas gerados por
PFGE fossem avaliadas usando, por exemplo, o critério descrito por Tenover e colaboradores
(1995) (90), seriam consideradas ndo relacionadas aquelas amostras que tivessem sete ou mais
bandas de diferenca entre si, ou considerando o percentual de similaridade utilizando o
coeficiente de Dice, aquelas com similaridade menor ou igual a 80%. Contudo, é importante

ressaltar que estes critérios foram estabelecidos para caracterizacéo de surtos.

Assim, em conjunto com os resultados do MLST, nossos dados embasam a sugestdo de
Silva e colaboradores (2011), de que as amostras produtoras de SPM-1 sdo derivadas de um

tnico clone que sofreu variacdes genéticas pelo acumulo de mutacdes ao longo do tempo,
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uma vez que 0s genes de manutencdo da espécie permaneceram conservados (todas do
ST277) (74).

A presenga do gene blaspm-1 em clones ndo relacionados, identificados por PFGE e
Ribotipagem, ja foi descrito por outros autores. Castanheira e colaboradores em 2008
identificaram 16 clones produtores de SPM-1 através de ribotipagem (67). Silva e
colaboradores em 2011 avaliaram 50 amostras positivas para blaspw.1 através de PFGE,
ribotipagem e MLST e observaram que as amostras foram distribuidas em 5 perfis de PFGE e
11 ribotipos diferentes, entretanto todas pertenceram ao ST277, sendo apenas uma amostra do
ST235 (74).

Estudo publicado por Kiewitz & Tummler em 2000 mostra que os diferentes perfis
eletroforéticos de P. aeruginosa gerados por PFGE sdo resultados de delecdes e /ou insercbes
no genoma dessa espécie em 92% dos casos, € em apenas 8% as diferencas nos padrdes de
restricdo se devem a mutagbes no sitio de restricdio da enzima (91). Como 0s genes
conservados utilizados para tipagem por MLST nédo sofrem esses rearranjos, a ocorréncia de
diferentes alelos dependem da ocorréncia de mutacdes de nucleotideos Unicos (SNPs), muito
menos frequentes no genoma da bactéria do que delecdes e /ou insercdes. Por isso, 0 PFGE é
mais utilizado em casos de surtos, pelo seu alto poder discriminatério, e 0 MLST é mais
utilizado para estudos evolucionarios e comparativos, pela amplificagdo de genes conservados
(1)

Apesar de ja ter sido descrito a presenca do ST277 em outros paises, apenas um relato
na Suécia descreve a presenca do ST277 carreando o gene blaspm-1 fora do Brasil (64). Assim,
0 que parece € que a aquisicdo dessa enzima seja uma caracteristica do ST277 no Brasil,
refletindo a fuga do gene blaspm-1 @ partir de uma espécie ndo identificada, com a subsequente

disseminacgdo nacional e um Unico exemplo de transferéncia internacional (1).

Além de carrear o gene blaspm-1, 0 ST277 também tem sido associado a outros genes de

resisténcia que contribuem para o fendtipo multirresistente desse clone.

Carvalho e colaboradores em 2006, mostraram que amostras brasileiras positivas para
blaspm-1 também carreavam um integron de classe 1 (In163) contendo cassetes de genes que
conferem resisténcia a B—lactdmicos e aminoglicosideos (aacA4, blapoxass € aadA7), e uma
ISPa21 (59).

Além disso, tem sido descrito, nas amostras pertencentes ao ST277, a presenca do gene
rmtD adjacente a este integron (65). Este gene codifica a metilase de RNAr 16S RmtD, que

confere resisténcia a altas concentragGes de quase todos o0s tipos aminoglicosideos (66).
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No presente estudo, 0 In163 foi detectado em 16 amostras, todas pertencentes ao ST277
(84% das amostras desse ST). Ndo existem estudos mostrando a prevaléncia deste In163 no
ST277 nem na populacéo bacteriana.

J& em relacdo ao gene rmtD, a prevaléncia foi alta na amostragem estudada aqui (54%).
Essa taxa foi menor que os resultados obtidos entre amostras de P. aeruginosa resistentes ao
imipenem isoladas entre 2005 e 2006 no Brasil (75%) (66), no entanto nossos dados mostram
que esse gene ainda é bastante frequente entre as amostras dessa espécie no nosso pais.

De acordo com os estudos publicados até 0 momento, o gene rmtD sé foi encontrado
em bactérias Gram-negativas isoladas na América Latina (69). No que diz respeito a P.
aeruginosa, as amostras dessa espécie positivas para rmtD s6 foram encontrada no Brasil (66,
67, 71).

Neste estudo, 55% das amostras rmtD positivas pertenciam ao clone epidémico (clone
SP/ST277). No estudo de Doi e colaboradores em 2007, essa taxa foi igual a 76% (66). Esses
dados mostram maior prevaléncia desse gene em um clone especifico, 0 que pode estar
relacionado a identificagdo de rmtD apenas em P. aeruginosa do Brasil, ja que esse clone é

endémico no nosso pais, e pouco se sabe sobre sua presenca no mundo.

Encontramos coproducao de blaspm-1 € rmtD em 32% das nossas amostras do ST277.
Este tipo de associacao foi observada pela primeira vez em 2006 (70), e ja foi descrita como
alta (81%) entre amostras do clone SP do estado de Sdo Paulo, isoladas entre os anos de 2005
e 2006 (66). Contudo, taxas bem inferiores (15%) foram observadas em amostras brasileiras

clonalmente distintas e geograficamente ndo relacionadas, isoladas no ano de 2002 (66, 67).

Assim, de acordo com 0s nossos resultados e o descrito na literatura, o ST277 parece

estar intimamente relacionado a disseminacdo de SPM-1 e RmtD, juntos ou separados.

A relacdo dos genes rmtD e blaspm1 com o ST277, leva a hipOtese de que esses
mecanismos de resisténcia poderiam estar associados em estruturas genéticas que permitiriam,
por exemplo, a sua mobilizacdo e transferéncia conjunta. Um exemplo sdo elementos

conjugativos e integrativos (ICE).

Os ICEs englobam todos os elementos moveis auto-transmissiveis conjugativos
integrativos, independente do mecanismo usado para tais processos. 1sso inclui elementos que
sdo caracterizados comumente como transposons conjugativos e elementos cromossémicos
classificados como ilhas genémicas (IG). Muitas 1G que ndo sdo mdveis devem se tratar de
ICEs defeituosos (48).
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Ilhas genbmicas sdo discretos segmentos de DNA que contém informacgdes que
contribuem para a diversificagdo e adaptacdo do microrganismo, tendo um impacto
significante na plasticidade e evolucdo do genoma, disseminagdo de resisténcia a antibioticos
e genes de viruléncia, e formag&o de vias catabolicas (92).

P. aeruginosa possui varias ilhas gendmicas caracterizadas, carreando genes
associados a sistemas de transporte (PAGI-2, LESGI-3), viruléncia (PAPI-1, PAPI-2, LESGI-
5) e resisténcia (G12) (93, 94)

Em relacdo a localizacdo genética destes genes (cromossomal ou plasmidial), nada foi
descrito para rmtD e In163, e existem apenas poucos relatos sugerindo a presenca de blaspm-1
tanto em plasmidios como cromossomo. Os resultados obtidos por Poirel e colaboradores em
2004 sugeriram que o gene blaspm-1 estaria inserido em um grande plasmidio de 400 kb. No
entanto, as tentativas de transferir esse possivel plasmidio por eletroporacdo falharam,
sugerindo que o gene blaspm.1 seria diferente de blajve e blayim com relac@o a habilidade de

ser transmitido entre microrganismos (63, 95).

A hipotese de que o gene blaspm.1 possa estar localizado no cromossomo ndo pode ser
descartada. Em estudo realizado por Salabi e colaboradores em 2010, esse gene foi
encontrado em duas copias no DNA de trés amostras positivas, e experimentos de hibridacao

mostraram que ele estaria no cromossomo bacteriano (64).

Para tentar elucidar a localizacdo genética destes genes realizamos testes de hibridacao,
visando a possibilidade de encontra-los em um mesmo fragmento de restricdo e assim inferir a

proximidade entre eles.

Vaérios trabalhos utilizam de PFGE seguido de hibridacdo para determinar a
localizagdo de genes (96). A utilizacdo em particular da enzima I-Ceul é comum em estudos
com o objetivo de determinar a localizacdo plasmidial ou cromossémica de genes adquiridos
(64).

A enzima I-Ceul é capaz de reconhecer e cortar sitio de 26 pb altamente conservado no

gene rrl (23S RNAr). Assim, o namero de fragmentos obtidos pela restricdo com esta enzima

é indicativo do nimero de genes rrl no genoma (97).

A quantidade e a localizacdo dos genes rrl sdo conservados entre as amostras de uma
mesma espécie bacteriana. A restri¢do in silico da amostra PAO1 (NCBI Reference Sequence:
NC _002516.2) com a enzima de restricdo I-Ceul, gera 4 grandes fragmentos, de
aproximadamente 4.061kb, 945kb, 772kb e 472kb. Entre as amostras estudadas aqui, foi

possivel visualizar no gel de PFGE apenas os fragmentos de aproximadamente 945kb, 772kb
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e 472kb. Acredita-se, entdo, que o fragmento de aproximadamente 4.061Kb ndo tenha entrado
no gel devido ao seu alto peso molecular (Figura 4.2).

Os resultados obtidos com esses testes ndo foram conclusivos quanto a localizagéo
plasmidial ou cromossdmica de nenhum dos alvos pesquisados. Em todas as amostras houve
apenas marcacdo no poco. Assim, podemos supor que estes genes estejam inseridos no
Cromossomo, pois com o tempo de corrida e o tamanho dos fragmentos observados no gel,

acreditamos que mesmo plasmidios de alto peso molecular teriam migrado no gel de PFGE.

Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade destes genes estarem inseridos em
um plasmidio que possa ter ficado preso junto ao DNA cromossomal no poco ou ter saido do
gel devido ao longo tempo de corrida utilizado.

De acordo com os resultados obtidos nas etapas de hibridacdo apds digestdo com Spel
e Xbal, ndo foi possivel obter nenhum fragmento de DNA contendo os genes blaspm-1 € rmtD

juntos.

Doi e colaboradores (2008) mostraram a presenca do In163 e do gene rmtD em um
fragmento de 17kb gerado pela digestdo com a enzima Spel (GenBank DQ914960) (65). No
presente estudo, conseguiu-se obter marcagdo com a sonda de In163 para todas as amostras
apos digestdo com Spel. Tendo observado a presenca destas estruturas genéticas (rmtD e
In163) juntas na amostra CCBH5939, em um fragmento de aproximadamente 25kb, mesmo
tamanho dos fragmentos marcados com rmtD para a maioria das amostras, acreditamos que
este fragmento de 25kb seja correspondente ao fragmento de 17kb do estudo citado, ja que o
peso molecular dos fragmentos foi uma estimativa gerada pelo programa Bionumerics
baseando-se em um peso molecular cujo o menor fragmento possuia 48,5kb (Figuras 4.3 e
4.4). A amostra CCBH5698 mostrou essas duas estruturas juntas em um fragmento de
aproximadamente 508kb, reafirmando a ideia de que essa amostra tenha sofrido rearranjos em

relacdo as demais.

Em relacdo a digestdo com a Xbal, foram obtidas marcacdo em quase todas as
amostras, mas as duas estruturas (rmtD e In163) encontravam-se em fragmentos diferentes.
No entanto, através de restricdo in silico da sequencia depositada no GenBank (DQ914960)
existe um sitio de restricdo da enzima Xbal nesta regido, o que justifica a marcacdo em bandas
diferentes para esses dois alvos. Por isso, 0s resultados dessa etapa ndo sdo definitivos quanto
a distancia entre rmtD e blaspm-1, uma vez que mesmo se eles fossem proximos poderia existir

um sitio de restricdo enzimatica entre esses genes.

Para maiores esclarecimentos, algumas amostras foram selecionadas para a etapa de

sequenciamento total do genoma. Neste grupo amostral haviam amostras positivas apenas
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para um dos genes estudados, amostras positivas para os dois e uma negativa para os dois
genes, e entre elas perfis de hibridagdo distintos. Procurou-se selecionar amostras que fossem
representativas de cada situacdo, para analisar a fundo o contexto genético destes genes, e se

haveria alguma relacdo entre eles.

A grande vantagem do tipo de tecnologia para sequenciamento usada, é que ela
permite a producdo de um ndmero muito grande de dados, sequenciando milhdes de
fragmentos de DNA em paralelo, com uma Unica corrida (80). Entre outras funcdes,
sequenciadores de nova geracdo vém sendo usados para sequenciar e caracterizar clones
bacterianos importantes (87).

O sequenciamento com a plataforma MiSeq e montagem usando o pacote Geneious,
gerou de 150 a 1.356 contigs por amostra. Ndo foi possivel montar o genoma completo. A
existéncia de varias regides repetitivas no genoma da P. aeruginosa provavelmente dificultou

sua montagem.

O auxilio de outra tecnologia de sequenciamento de nova geracao, além de diferentes

estratégias de montagem e fechamento de gaps poderdo auxiliar futuramente nesse objetivo.

Apesar do genoma completo ndo ter sido montado, foi possivel visualizar um pouco
mais do contexto genético onde estdo inseridos os genes blaspm-1 € rmtD. Antes deste presente
trabalho, o que era sabido sobre o contexto genético de blaspm-1 , rmtD e In163 pode ser

resumido nos proximo trés paragrafos.

Poirel e colaboradores descreveram o gene blaspm-1 em uma regido de 3.312pb, onde foi
observado anterior ao gene blaspm-1 uma fase de leitura aberta, orf495, cujo produto faz parte
da estrutura transponivel, ISCR4. Anterior a orf495, esta presente a sequéncia codificante da
extremidade C-terminal de uma proteina chaperonina hipotética, conhecida como GroEL1.
Posterior ao blaspm-1, Uma sequencia que codifica para a parte N-terminal truncada de uma
proteinas similar a GroEL1, chamada de GroEL2 (Figura 3.3.). O final 5° da orf495, anterior
a0 blagpm-1, € idéntico a extremidade 3° do gene groEL2. Portanto, pelo menos parte da orf495
estd presente nas duas extremidades de blaspm-1 , indicando uma possivel duplicacdo de parte
da estrutura genética alvo, subsequente a um processo de mobilizacdo, por exemplo um

evento de one-ended, que contribui para 0 aumento da dispersao do gene de resisténcia (63).

O contexto genético do gene rmtD ja foi descrito em uma amostra de K. pneumoniae e

uma de P. aeruginosa pertencente ao ST277 (65).

Em K. pneumoniae, foi observado uma regido de 9,1kb que incluia o gene rmtD seguido
do gene hipotético de RNAt ribosiltransferase, e logo depois o gene groEL truncado.

Delimitando essa regido, existia uma orf494 de cada lado, porém as duas eram interrompidas
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por uma sequencia de inser¢do 1S26. Na extremidade 5’ dessa regido existia um integron de

classe 1 truncado pela 1526 (65).

Na amostra de P. aeruginosa foi sequenciado uma regido de 17,9kb, que compreendia o
In163 (cujo a integrase estava truncada por uma orf102), e logo em seguida encontrava-se o
rmtD, seguido de um gene hipotético de RNAt ribosiltransferase, e o gene groEL truncado.
Essa regido é delimitada por duas cdpias da orf494 (ndo truncadas), que representa o elemento
ISCR14, estrutura capaz de exercer um papel vital na mobilizacdo do gene. A jusante da
segunda cdpia da orf494 estdo sull e parte do transposon Tn5564, que contém o gene cmx,
codificador da proteina exportadora de cloranfenicol (65).

Uma vez que a relagéo entre rmtD e In163 estava descrita, a localizagdo do gene blaspm-
1 em relacdo a essas duas estruturas permanecia desconhecida. Essa informacédo é importante

ja que todos eles sdo caracteristicas adquiridas importantes de um mesmo clone.

Através de sucessivas analises - que incluiram os contigs gerados na montagem de
novo, montagens por referéncia e alinhamentos par a par — chegou-se a uma regido de
13.959pb, que incluia o gene blaspm-1 inserido na ISCR4, além de outros genes anteriores a

essa estrutura.

Dentre os genes encontrados a frente do ISCR4, foram encontrados virD2 e virDA4.
Esses genes foram descritos em um plasmidio de Agrobacterium tumefaciens. A regido vir
desse plasmidio inclui no minimo seis componentes: virA, virB, virC, virD, virE e virG. O
operon virD codifica peptideos que participam de uma reacdo de clivagem do DNA
plasmidial sitio-cadeia-especifica, antes da sua transferéncia de uma célula para outra. No
estudo de Rivera-Calzad e colaboradores em 2013, foi realizado uma analise molecular de
virD que revelou que ele pode codificar, no minimo, quatro peptideos de pesos moleculares
distintos. Desses, VIRD1 e VIRD2 sdo requeridos para clivagem endonucleotidica das
extremidades da molécula do DNA plasmidial (98). J& a molécula VIRD4 faz parte da

estrutura do sistema de secrecdo do tipo 1V (T4S) VirB/D de A. tumefaciens (99).

Sistemas de secrecdo do tipo IV sdo preferencialmente usados para o transporte de
proteinas efetoras bacterianas passando pela membrana bacteriana e a membrana da célula
eucariotica receptora. Esse sistema de secrecdo também media a transferéncia horizontal de
genes, contribuindo para plasticidade do genoma, evolugcdo do patégeno e disseminacdo de

genes de resisténcia a antibioticos e fatores de viruléncia (100).

Outro grupo de genes encontrados no contig contendo blaspms foram os trb. Esses
genes fazem parte de um operon (operon trb) identificado no plasmidio RK2, que possui uma

ampla gama de hospedeiros (101). Os genes codificados por esse operon sao 0s principais
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responsaveis pelo espalhamento promiscuo desse plasmidio. Eles codificam as principais
proteinas do aparato responsavel por promover a formagdo de “pontes de acasalamento”,
através das quais o DNA é transferido. A proteina TrbB é o principal produto desse operon,
atuando como uma espécie de chaperonina no processo de montagem de estruturas associadas
a membrana da bactéria, como pili e sistemas de transporte (101). J& o gene trbC codifica o
precursor de uma subunidade de um pili conjugativo (102).

Os outros genes encontrados estdo relacionados com a resisténcia ao cobre em Vibrio
cholerae (copG) e biciclomicina, um antibidtico que se liga especificamente a proteina Rho,
impedindo que esta proteina bloqueie a transcricdo de genes adquiridos (103, Tran et. al.,
2011).

A funcédo ndo essencial exercida pelos genes encontrados na regido anterior de blaspm-1,
como envolvimento na transferéncia de material genético entre células e resisténcia a
compostos, sugerem que este gene faca parte de um plasmidio ou de uma outra estrutura

maovel que teria sido incorporada ao cromossomo dessa cepa de P. aeruginosa.

N&o foi possivel aumentar a regido 3" da sequencia ja descrita por Poirel e
colaboradores em 2004 (63). Na extremidade dessa regido existe um gene groEL, que esta
presente em mais de uma copia no genoma de P. aeruginosa, e possui sequencias repetidas

invertidas. Isso provavelmente impediu a extensdo dessa regiao.

O fato do gene blaspm-1 ndo ter sido sequenciado na amostra CCBH5698 ndo indica
sua auséncia nessa mostra, uma vez que o resultado da PCR e os testes de hibridacdo para

esse gene foram positivos.

Para as amostras blaspm-1 negativas, a regido ao redor do gene contendo 0s genes aqui
descritos estava ausente. Caso blaspm-1 estivesse inserido em uma regido cromossdmica pre-
existente no clone ST277, mesmos as amostras negativas teriam as regifes adjacentes ao

gene.

De acordo com o resumo publicado no Interscience Conference on Antimicrobial
Agents and Chemotherapy (ICAAC) de 2007, Castanheira e colaboradores sugerem que o
gene blaspm-1 esteja associado a um ICE transposon Tn4371-like (ICEtn43716060) (104), ndo
depositado no banco de dados de GenBank. A regido onde encontramos o gene blaspm-1
inserido em nosso estudo (Figura 4.7) se assemelha a sequencia desse transposon (Tn4371,
GenBank AJ536756.1) em uma regido que vai do nucleotideo 1 ao 7.266pb (e-value: 0.0,
ID:83%). Na nossa sequencia, a partir do nucleotideo 10.000 aproximadamente, se encontra a
ISCR4. Segundo Castanheira e colaboradores (104), o elemento ISCR4 teria sido o

responsavel pela inclusdo de blaspms N0 1CETns3716060. O fato de termos encontrado uma
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regido similar a esse ICE anterior ao ISCR4 pode ser indicativo de que essa regido realmente
se trate do ICE1n43716060. Caso essa informacdo seja confirmada posteriormente, a insercéo
desse gene em um ICE pode explicar os relatos do mesmo tanto em plasmidio (63) quanto em
cromossomo (64), uma vez que é caracteristico desse elemento se inserir em plasmidios bem

COMO em cromossomos (47).

BEm relagdo ao contexto genético do gene rmtD e do In163, foi encontrado um
consenso de 239.648pb.

As extremidades desse consenso correspondem a regides do cromossomo da cepa
referéncia PAO1 (NCBI Reference Sequence: NC_002516.2). Essas duas regifes sao
continuas na cepa original, 0 que sugere que a regido de aproximadamente 100kb encontrada
entre elas tenha se inserido no cromossomo das amostras do ST277 em algum momento da

evolucao.

Segundo Juhas e colaboradores, ilha genémica é um termo global usado para a familia
de discretos elementos de DNA que fazem parte do cromossomo de uma ceélula, podendo
conduzir ou ter conduzido a diferenciagdo da cepa. Esses elementos compartilham algumas
caracteristicas como i) tamanho relativamente grande, entre 10 e 200kb; ii) sdo reconhecidos
atraves de estatisticas de nucleotideos como conteudo GC, frequéncia de tetranucleotideos ou
uso de cddons; iii) geralmente séo inseridos em genes de RNAt e flanqueadas por repeticdes
diretas de 16 a 20pb, perfeitas ou quase perfeitas; iv) muitas vezes abrigam genes que
codificam para integrases ou fatores relacionados a sistemas de conjugacdo plasmidial ou
fagos envolvidos na transferéncia de ilhas genémicas; v) costumam carrear 1S ou transposons;
e finalmente vi) costumam carrear genes que oferecem uma vantagem seletiva para a bactéria
hospedeira (92).

Analisando a anotacao do consenso, observou-se que exatamente na regido onde o bloco
de DNA da PAOL1 teria sido interrompido, existe a sequencia que codifica para 0 RNAt de
uma glicina, e mais a frente o gene de uma integrase. Inseridos na regido de aproximadamente
100kb estdo ainda a ISCR14, duas coOpias de parte do Tn5564, In163, genes relacionados ao
sistema de conjugacao plasmidial (virB4, virD4, pilL) e uma regido com 85% de identidade
com parte de um transposon de P. putida onde se encontram varias proteinas hipotéticas
encontradas em uma ilha gendmica de P. aeruginosa (PAGI-1) (GenBank AJ6177402, e-
value 0.0).

Os genes virB2 e virD4 encontrados aqui provavelmente fazem parte do T4SS VirB/D

j& citado anteriormente (99). Relatos da presenca de T4SS em ilhas genémicas de diferentes

88



bactérias (100), reforcam a hipotese de que a estrutura descrita aqui se trate de uma variante
desse elemento genético.

Dentro dessa regido de 100kb, encontramos 21kb correspondentes ao genoma da
bactéria H. arsenicoxydans, uma representante de um novo género que compreende bactérias
isoladas de varios ambientes aquaticos, incluindo, minerais, dgua potavel e ambientes
contaminados (105). Como P. aeruginosa também é uma bactéria ambiental, presente em
recursos hidricos (3), a troca de material entre essas duas espécies provavelmente ocorreu

nesse ambiente.

Uma caracteristica usada para diferenciar sequencias de DNA intrinsecas de uma
espécie daquelas adquiridas, é o conteldo GC desta regido. Genes adquiridos de outras
espécies geralmente possuem o um conteldo GC menor que 0 genoma necessario para

manutencgdo da espécie (93).

O contetdo GC da regido de 100kb encontrada em nosso estudo contendo o gene rmtD
e 0 In163 ¢é de 63% e o conteudo GC do genoma de P. aeruginosa € aproximadamente 66,6%.
Apesar de ndo ter sido uma diferengca muito significativa, esta regido sé apresentou identidade
com outras espécies (ndo P. aeruginosa), como H. arsenicoxydans, Alicyliphilus denitrificans
e P. putida (Figura 4.16)

Além disso, € sabido que uma vez integrado ao cromossomo, o0 DNA “estrangeiro”
sofre a mesma pressdo que o resto do genoma, e com o passar do tempo ele deve perder as
diferencas na composicdo da sequencia, e tornar-se indistinguivel do resto do genoma (93).
Visto que as amostras negativas para rmtD desse estudo possuem essa regido supostamente
correspondente a uma IG, sugere-se que ela exista a muito tempo neste clone de P.

aeruginosa, tempo suficiente para que seu conteddo GC se iguale ao restante do genoma.

A amostra CCBH5698 apresentou uma estrutura em torno do In163 e rmtD diferente em
relacdo as demais amostras. Foi observada a auséncia da transposase do Tn5564 e do gene
cmx, além de uma aparente grande discordancia entre uma sequencia de nucleotideos
encontrada dentro da nova suposta IG e a sequéncia da amostra (Figura 4.18C). Estas
diferencas, além das diferencas encontradas nos padrdes de hibridacdo e no padrdo de
fragmentacdo do DNA pelo PFGE, demonstram a ocorréncia de varios rearranjos nesta

amostra indicando uma maior distancia evolutiva entre elas.

A resisténcia a gentamicina (aminoglicosideo) nas amostras rmtD negativas pode ser
explicado pela presenca do gene aacA4 e aadA7, encontrados no In163 em todas as amostras

sequenciadas.
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Através do sequenciamento total do genoma, investigamos também a presenca de
mutacdes em outros genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos, j& que as amostras
selecionadas foram consideradas multirresistentes (resistentes a ceftazidima e/ou cefepime,

amicacina e/ou gentamicina e ciprofloxacina).

Além da produgdo de enzimas inativadoras de antibidticos do tipo B-lactamicos, P.
aeruginosa possui outras formas ndo menos importantes de se tornarem resistentes a essas
drogas, como bombas de efluxo que expulsam o antibiético da célula bacteriana; e alteracdes
nos poros da membrana plasmatica, tornando-os ineficientes (33).

Perfis distintos de susceptibilidade e mecanismos de resisténcia aos p-lactdmicos foram
encontrados entre amostras de P. aeruginosa do Brasil e dos EUA. Enquanto no Brasil havia
prevaléncia da superexpressdo das bombas de efluxo do tipo MexXY-OprM e do gene ampC;
nos Estados Unidos, MexXY-OprM e MexAB-OprM eram igualmente superexpressas e a
superexpressdo de ampC ndo foi detectada. 1sso exemplifica a importancia de determinar a
epidemiologia local, através da investigacdo dos perfis e dos mecanismos de resisténcia de

clones prevalentes em cada regido (106).

Todas as amostras sequenciadas no presente trabalho apresentaram delecdo de 2
nucleotideos que acarretou em uma mudanca no quadro de leitura (frameshift) da proteina
OprD. Dele¢des que criam novos quadros de leitura podem impedir a producdo de uma
proteina funcional, e a perda dessa proteina pode reduzir significativamente a susceptibilidade
a P-lactdmicos, levando a resisténcia ao imipenem e a reducdo da susceptibilidade ao

meropenem (27, 31).

Estudos prévios sugerem que mutacBes inativadoras da OprD sdo o principal
mecanismo (98%) para resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa (107). A diminuicdo da
expressdo de OprD devido a mutacdes no gene é considerada uma caracteristica universal de
amostras resistentes ao imipenem (108, 30, 32). Isso justificaria a presenca de resisténcia ao

imipenem nas amostras negativas para SPM-1 incluidas em nosso estudo (Tabela 4.3).

A selecdo de mutantes superprodutores de AmpC durante a terapia antimicrobiana é
conhecida por ser causada principalmente por mutacdes em ampD e/ou dacB (46). Noés
encontramos apenas duas mutagdes em ampD e nenhuma em dacB. Uma das mutacfes
encontradas em ampD neste trabalho, substituicdo de uma glicina por uma alanina na posicéao
148, também foi observada na AmpD da maioria dos amostras estudados por Schmidtke &
Hanson (109), mas nenhuma relacéo direta foi estabelecida entre essa mutagéo e a resisténcia
a P-lactamicos. Portanto, a contribuicdo da hiperproducdo de AmpC para o fendtipo
multirresistentes das amostras sequenciadas ndo pode ser concluida.
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Sobre a bomba de efluxo MexAB-OprM, foram encontrados apenas mutantes NalC,
com a substituicdo de uma glicina por glutamato na posicdo 71 e serina por arginina na
posi¢cdo 209, j& encontradas em outros estudos (38, 32). A mutacdo S209R em mutantes NalC
possui impacto na atividade de efluxo da bomba, no entanto G71E € considerado
insignificante. A significancia dessa combinacdo para expressdo de mexB necessita de mais
investigacdes (32), porém deve ser considerada visto que as amostras negativas para blaspm- -
1580 resistentes ao meropenem (Tabela 4.3).

O gene repressor da bomba de efluxo MexXY-OprM, mexZ, apresentou mudanga no
quadro de leitura (frameshift) produzindo uma proteina ndo funcional, o que ja foi associado a
superproducdo constitutiva dessa bomba (38). A superexpressdao de MexXY-OprM em
amostras clinicas confere resisténcia ndo somente a aminoglicosideos, mas também ao

cefepime e fluoroquinolonas (6).

Amostras com o gene mexT funcional e consequentemente atividade detectavel da
bomba MexEF-OprN, sdo conhecidas como mutantes nfxC . Foi observada a auséncia de 8pb
no gene mexT das nossas amostras, delecdo que ja foi associada ao fenotipo nfxC nos
trabalhos de Maseda e colaboradores (2000) (41) e Llanes e colaboradores (2011) (110),
resultando na diminuicdo da sensibilidade a antibidéticos como clorofenincol e
fluoroquinolonas, e aumento da viruléncia pelo efluxo de moléculas do sistema de sinalizacao
QS (41, 37, 40).

Estudos recentes tém mostrado que para a bomba de efluxo MexEF-OprN ser
hiperepressa é necessario a uma mutacao no gene mexS (regulador negativo de mexT) além da
mutacdo no gene mexT (Masseda et. al., 2000). No presente estudo, observou-se apenas uma
mutacdo na sequencia da proteina de MexS, a substituicdo de D249N . Essa mutacao foi a
mesma observada em amostras que hiperproduziam a bomba de efluxo MexEF-OprN no
trabalho de Llanes e colaboradores (2011) (110).

Os reguladores das trés bombas de efluxo estudadas aqui estavam alterados, levando
provavelmente a superexpressdo das mesmas, o0 que levaria a resisténcia a diferentes drogas
como meropenem (MexAB-OprM), fluoroquinolonas (MexEF-OprN) e aminoglicosideos
(MexXY-OprM). No entanto, testes que avaliem o nivel de expressdo dessas bombas sdo

necessarios para confirmar essa suposicao.

A superexpressao concomitante de bombas de efluxo diferentes em P. aeruginosa
aumenta a capacidade desses sistemas, contribuindo para a emergéncia de amostras MDR (36,
38, 29).
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O principal mecanismo de resisténcia a fluoroquinolonas é a ocorréncia de mutacdes
sitio-especificas nos genes da DNA girase (gyrA e gyrB) e da topoisomerase IV (parC e parE)
(39,43).

Em todas as amostras, foram encontradas mutacdes em GyrA (T83l) e ParC (S87L,
H262Q). MutacBes nesses dois genes sdo as mais frequentes causando altos niveis de
resisténcia a ciprofloxacina (43).

As mesmas mutagdes encontradas neste estudo, substituicdo de uma treonina por
isoleucina na posicdo 83 em GyrA e serina por leucina na posicdo 87 em ParC, ja foram
associadas a resisténcia a fluoroquinolonas em outros trabalhos (111, 39, 43). Portanto, a
resisténcia a ciprofloxicina encontrada para todas as nossas seis amostras poderia ser

explicada por essas mutagdes.

As mutacgdes encontradas aqui podem justificar o fato de P. aeruginosa pertencentes ao
clone ST277 exibirem altos niveis de resisténcia aos carbapenemas, cefalosporinas de amplo
espectro, fluoroquinolonas e aminoglicosideos mesmo na auséncia de SPM-1 ou RmtD. Esse
acumulo de resisténcia imp&e uma imensa limitagdo para as opg¢des terapéuticas disponiveis

no tratamento de infecgcdes causadas por esse clone.

Nesse trabalho foi possivel identificar a conservacdo de mutacGes em amostras do
mesmo clone isoladas em anos (2004, 2007, 2008 e 2010) e estados (Rio de Janeiro e Goias)
diferentes. Essas observacOes sdo indicios da conservacdo dessas caracteristicas entre
linhagens distintas, provavelmente uma caracteristica do clone ST277. A aquisicdo de
resisténcia pode ser um fator-chave para a ascensdo de um clone, tornando-o prevalente e

multirresistente (1).

Com esse estudo, andlises comparativas de sequéncias permitiram observar as
peculiaridades de clone ST277 de P. aeruginosa, e assim obter novas visdes sobre esse clone

espalhado pelo mundo, mas principalmente importante no Brasil.
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6. CONCLUSAO

Observamos com 0 nosso estudo que as amostras blaspm.1 positivas se encontravam em
dois clones (A e M) através de PFGE, entretanto ambos correspondiam ao ST277. Isso indica
uma mesma origem filogenética desses clones, porém a amostra do clone M teria sofrido
rearranjos ao longo do tempo, em genes ndo conservados provavelmente, que levaram as
diferencas observadas nos resultados de Sourthen blot e sequenciamento, em relagdo as

demais amostras.

Os genes blaspm-1 -1 € rmtD parecem nédo estar associados no mesmo contexto genético,
mas ambos estdo em regides ausentes no genoma da cepa selvagem usada como referéncia
(PAOL). Essas regides sdo semelhantes a elementos genéticos moveis. No caso do gene rmtD
e In163, os encontramos inseridos em uma ilha genémica incorporada a0 Cromossomo
bacteriano. Para blaspm, ainda ndo sabemos se esse elemento estd incorporado ao

cromossomo, ou livre em forma de plasmidio.

Encontramos mutagdes nos genes oprD, ampD, mexZ (regulador da bomba MexXY -
OprM), mexS (regulador de MexT), mexT (regulador de MexEF-OprN), gyrA e parC que
foram comuns as seis amostras sequenciadas do ST277. Isso explicaria o fenotipo MDR nas

amostras negativas para rmtD e/ou blaspm-1 -1.

Além disso, como estas amostras foram isoladas em estados e anos diferentes
acreditamos que essas mutacGes sejam caracteristicas do ST277, o que pode ser um dos

fatores associados a caracteristica epidémica deste clone no Brasil.
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