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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Estudo evolutivo da diversidade genética e resisténcia aos antimicrobianos em
Pseudomonas aeruginosa ao longo de 21 anos (1995-2015) no Rio de Janeiro

RESUMO — Dissertacdo de mestrado

lvson Cassiano de Oliveira Santos

Pseudomonas aeruginosa tem mostrado resisténcia a diferentes agentes antimicrobianos desde
1991, data do primeiro surto no Brasil. Hoje em dia, a principal preocupacdo é dada pela
resisténcia aos carbepenemas, aminoglicosideos e fluoroguinolonas. O objetivo deste estudo foi
identificar marcadores genéticos de resisténcia e diversidade clonal de amostras de P.
aeruginosa isoladas no estado do Rio de Janeiro no periodo de 1995 a 2015. Para tal, foram
estudadas 88 amostras pertencentes a Colecdo de Cultura de Bactérias de Origem Hospitalar
(CCBH) do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz. As amostras foram avaliadas quanto ao perfil de
susceptibilidade antimicrobiana pelo método de disco difusdo e a concentracdo minima
inibitdria determinada para imipenem. Foi realizada a deteccdo colorimétrica da hidrélise do
imipenem (Carba NP), Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo de genes de
carbapenemases (blaime, blaviv, blanom, blaspm, blakec, blaces, blaoxa-4s), genes de resisténcia
aos aminoglicosideos (armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD e npmA) e fluorogquinolonas (gnrA, gnrB,
gnrC e gnrS) e as mutacdes nos genes de oprD, mexT e gyrA foram pesquisadas atraves de PCR
e sequenciamento para as amostras resistentes aos carbapenemas, aos carbapenemas e/ou
fluoroquinolonas e fluoroquinolonas, respectivamente. A tipagem molecular foi realizada
através do PFGE. Todas as amostras foram susceptiveis as polimixinas. O antimicrobiano que
apresentou mais taxa de ndo susceptibilidade foi a ticarcilina + acido clavulanico (93,2%) e
para os demais antimicrobianos foram encontradas taxas variando de 27 a 60%. A ndo
susceptibilidade ao longo dos anos foi crescente para os carbapenemas, aminoglicosideos e
fluoroquinolonas. Genes de carbapenemases foram encontrados em 8 amostras (blakec —n=5€
blaspm — N=3), todas detectadas pelo teste Carba NP. O gene rmtD foi detectado em 5 amostras.
Nenhum gene plasmidial de resisténcia as fluorogquinolonas foi detectado neste estudo.
Encontramos mutacdes no gene oprD que levavam a alteracdes na proteina em 14 das 24
amostras analisadas. Em relagcdo ao gene mexT observamos a perda de 8 nucleotidos no inicio
do gene em 26 das 27 amostras analisadas e mutacdo na regido QRDR do gene gyrA em 21 das
27 testadas. Através de PFGE observamos uma grande diversidade clonal (34 perfis), sendo os
perfis U (n=11) e J (n=11) os mais frequentes. As amostras produtoras de SPM foram agrupadas
no perfil J, que correspondeu ao clone SP (ST277). O presente estudo mostra a evolucdo da
resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa ao longo de 21 anos no Rio de janeiro,
embora a resisténcia seja crescente, nenhum clone prevalente de fendtipo XDR foi encontrado
chamando a ateng&o para o importante papel da pressdo seletiva e surgimento da resisténcia em
P. aeruginosa por processos mutacionais.

Palavras chaves: Pseudomonas aeruginosa, Resisténcia, Epidemiologia, clone SP.
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Estudo evolutivo da diversidade genética e resisténcia aos antimicrobianos em

Pseudomonas aeruginosa ao longo de 21 anos no Rio de Janeiro

ABSTRACT — Dissertacdo de mestrado

lvson Cassiano de Oliveira Santos

Pseudomonas aeruginosa has shown resistance to different antimicrobial agents since 1991,
date of the first outbreak in Brazil. Nowadays, the resistance to carbepenemas, aminoglycosides
and fluoroquinolones gives the main concern. The objective of this study was to identify genetic
markers of resistance and clonal diversity of samples of P. aeruginosa strains isolated in Rio
de Janeiro from 1995 to 2015. We studied 88 samples belonging to the Collection of Bacterial
Culture of Origin from the Hospital (CCBH) of the Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz). The
samples were evaluated to the profile of antimicrobial susceptibility by method of disk diffusion
and E-test to imipenem. The colorimetric detection was performed by hydrolysis of imipenem
(Carba NP), polymerase chain reaction (PCR) for detection of genes of carbapenemases (blaivp,
blavim, blanom, blaspm, blakec, blaces, blaoxa-ss), genes of resistance to aminoglycosides
(armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD e npmA) and fluoroquinolones (gnrA, gnrB, gnrC and gnrS)
and the mutation in the genes of oprD, mexT and gyrA were surveyed by PCR and sequencing.
Molecular typing was performed using the PFGE. All samples were susceptible polymyxins.
The antimicrobial showing more rate resistant was ticarcillin + clavulanic acid (93.2%) for
other antimicrobial rates were found from 27 to 60%. The non-susceptibility over the years has
been growing for carbapenems, aminoglycosides and fluoroquinolones. Genes of
carbapenemases were found in 8 samples (blakpc - n=5 and blaspm - N=3), all detected by the
test of hydrolysis. The rmtD gene (resistance to aminoglycosides) was detected in 5 samples.
No plasmid fluoroquinolone resistance gene was detected in this study. We found mutations in
the gene oprD leading to mutation in protein in 14 of 24 samples analyzed. In relation to gene
mexT observed the loss of 8 nucleotides at the beginning of the gene in 25 out of 26 samples
analyzed and mutation in the QRDR of gyrA in 21 of the 27 tested. By PFGE we observed a
wide diversity clonal hedge (34), and the profiles U (n=11) and J (n=11) the most frequent. The
samples of SPM were grouped in the profile J, which corresponded to the clone SP (ST277).
The present study shows the trends in antimicrobial resistance in P. aeruginosa over 21 years
in Rio de Janeiro, although the resistance is growing no prevalent clone of XDR phenotype was
found in all periods of the study draws attention to the important role the selective pressure and
emergence of resistance in P. aeruginosa.

Nucleotides

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Resistance, Epidemiology, Clone SP.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Género Pseudomonas

A primeria descricdo de Pseudomonas aeruginosa foi em 1882, por Carle Gessard, em
uma publicacdo intulada “On the Blue and Green Coloration of Bandages”. Entretanto,
somente em 1894 foi proposto o nome de Pseudomonas pelo botanico Walter Migula. Essa
nomeclatura inicialmente incluia todos os bacilos Gram-negativos nao fermentadores (BGN-

NF) que possuiam flagelo polar (1).

Johnson e Palleroni (1989) dividiram o género em 5 grupos (I-V) baseado na homologia
do rRNA (RNA ribossomal). Diante desta classificacdo, o género Pseudomonas (propriamente
dito) foi classificado no grupo | e composto, inicialmente, por 8 espécies: P. aeruginosa, P.
chlororaphis, P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, P. stutzeri, P. syringae e espécies
com coloragdo incerta, pertencentes a familia Pseudomonadaceae. Atualmente existem mais

191 espécies descritas (2).

O género Pseudomonas € ubiquitario, com preferéncia por ambientes Umidos,
principalmente em ambientes aquaticos e solo. Possui capacidades nutricionais minimas, o que
contribui para sua ampla distribuicdo no ambiente (3). Dentre as diferentes espécies do género,
poucas apresentam importancia clinica, sendo Pseudomonas aeruginosa se destaca pela sua
importancia como patdgeno humano associado a Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Satde
(IRAS).

1.2. Pseudomonas aeruginosa

Apresenta-se como um bastonete Gram-negativo de aproximadamente 0,5a1,5x 1,5a
5 um de tamanho. Em geral, possui flagelo polar monotriquio, sendo, portando, mével. Néo €
capaz de fermentar a glicose. Utiliza os carboidratos através do metabolismo oxidativo.
Entretanto, pode crescer em anaerobiose utilizando nitrato ou arginina como aceptor final de
elétrons na cadeia respiratdria (3). Cresce em ampla faixa de temperatura (4°C a 42°C) e ¢
encontrado em habitats aquaticos, podendo sobreviver em superficies inanimadas, além de
colonizar a superficie de hospedeiros humanos e animais. Geralmente produz pigmentos
sollveis, tais como: piocianina, que fornece uma cor azulada para as coldnias, e pioverdina,
conhecido também como pigmento fluorescente. A combinacdo destes dois pigmentos €
responsavel pela coloracdo verde brilhante caracteristica de P. aeruginosa. Esta espécie pode

produzir também outros pigmentos sollveis como piorrubina ou piomelanina, que fornecem
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uma cor vermelha ou marrom, respectivamente. Outra caracteristica é o odor adocicado de uva

obtido a partir da producdo de 2-aminoacetofenona (4).

Isolados de P. aeruginosa podem apresentar diferentes morfologias coloniais em meios
de cultura, porém a maioria delas crescem de forma plana e espalhada sobre a superficie do
agar. Isolados de pacientes com fibrose cistica tendem a ter colonias mucdides, devida a
producdo exarcebada de alginato (5).

Devido a capacidade de adaptacdo da espécie, esta tem sido isolada de infecgdes
hospitalares e na comunidade. Infecges na comunidade incluem as de pele e tecidos moles,
queratite associada ao uso de lentes de contato e otite externa. No ambiente hospitalar, estas
infeccbes se ddo de forma oportunista, em pacientes com estado imunolégico debilitado e
submetidos a procedimentos invasivos. Estas infecgdes incluem o trato urinario, corrente
sanguinea, sitio cirdrgico, vias respiratdrias, entre outros. Pacientes com queimaduras, fibrose
cistica ou ventilacdo mecéanica estdo mais susceptiveis a este tipo de infeccédo (5).

No ambiente hospitalar os principais reservatérios apontados para P. aeruginosa
incluem os equipamentos de ventilagdo mecénica, anti-sépticos, lavatorios, medicamentos e
superficies. Enquanto que na comunidade, esta bactéria pode ser encontrada em piscinas,
banheiras, solucdes de lentes de contatos, umidificadores, solo e produtos agricolas. Apesar
disto, infecgdes graves por P. aeruginosa séo predominantemente de origem hospitalar (6).

Este micro-organismo raramente é encontrado colonizando seres humanos saudaveis,
tendo taxa de colonizacdo de 0 a 2% para a pele, 0 a 3,3% da mucosa nasal, 0 a 6,6% para a
garganta e 2,6 a 24% para o trato intestinal. Porém, as taxas de colonizacdo em pacientes
hospitalizados podem exceder os 50%, tendo os pacientes imunocomprometidos maior risco
para colonizacéo (4, 7).

O panorama das infecgbes hospitalares mostrado pelos programas de vigilancia da
resisténcia microbiana, como SENTRY, revelaram P. aeruginosa como o BGNF mais
frequente em infecgdo do trato respiratdrio, tanto nos EUA, quanto na Europa (8). Na América
Latina, P. aeruginosa tem sido apontada como o segundo micro-organismo mais frequente em
pneumonia hospitalar associada a ventilagdo mecanica (9). Ainda pelo SENTRY, esta foi a
principal causa de pneumonia e terceira mais isolada em infecc¢des de pele e tecidos moles no
periodo de 2008 & 2010 na Ameérica Latina (10). Dados de 2003 a 2008 no Brasil mostraram
este micro-organismo como principal responsavel em infecgdes do trato respiratorio, segundo
em infeccdes urinarias e feridas cirdrgicas e o quinto em infec¢Ges da corrente sanguinea (11).

A grande problematica de infeccBes que esta espécie pode causar esta associada aos

fatores de viruléncia, o que eleva a gravidade das infec¢Ges. Entre estes fatores podemos citar



0 sistema de secrecdo tipo Ill, exotocinas, elastase, pioverdina, rhmnolopidios, biofilme e

sistemas de comunicacao celular Quorum Sensing (QS) (5).

A grande problemética destas infeccdes estd na falta de opg¢des para tratamento, o que
eleva o risco de morbidade, mortalidade, intervencdo cirargica, tempo de internacdo e aumento

dos custos.

1.3. Tratamento das infecgdes

O sucesso do tratamento estd diretamente ligado ao uso de um antimicrobiano
apropriado e eficaz. P. aeruginosa representa, nos dias atuais, um dos principais desafios de
tratamento e erradicacdo nas instituicbes de salde, tanto pela sua ampla capacidade de
sobrevivéncia no ambiente hospitalar, quanto pela resisténcia ao tratamento (12).

Com a falta de investimento e desenvolvimento de agentes antimicrobianos para
tratamento de Gram-negativos, as opc¢des terapéuticas para P. aeruginosa se limitam a terapia
combinada e utilizacdo de antimicrobianos abandonados da prética clinica pela sua alta
toxicidade, como as polimixinas. Os agentes antimicrobianos com atividade contra P.
aeuginosa incluem os beta-lactamicos (cefalosporinas, aztreonam), carbapenemas (imipenem,
meropenem e doripenem) e fluoroquinolonas, principalmente a ciprofloxacina. Os
aminoglicosideos também podem ser usados como opcdo terapéutica. O tratamento,
geralmente, envolve a terapia combinada entre um beta-lactamico e um aminoglicosideo ou
fluoroquinolona. O surgimento da resisténcia durante a terapia ja foi descrito para estes agentes
e reconhecida como uma das causas da falha do tratamento (13, 14).

A terapia combinada é usada para minimizar o desenvolvimento desta resisténcia e
aumentar o sucesso terapéutico pelo sinergismo das duas drogas, uma vez que 0S mecanismos
moleculares da resisténcia geralmente ndo se sobrepdem (15). A utilizacdo da terapia empirica
para pacientes com infeccBes semelhantes ndo tem sido recomendada, além de ocasionar o
aumento da resisténcia com possiveis surtos. Por outro lado, 0 atraso no tratamento pode gerar
graves consequéncias ao paciente. Para contornar esta situacdo, os profissionais de satde devem
ficar atentos aos dados nacionais de vigilancia da resisténcia, conhecer o padrdo de resisténcia

dos isolados na institui¢do e os fatores de riscos para tais infecgdes (16).

Atualmente, os antimicrobianos séo classificados de acordo com seu mecanismo de a¢ao
e diferem uns dos outros de acordo com suas propriedades fisicas, quimicas, farmacoldgicas e
espectro de acdo. Abaixo abordaremos a classificagdo dos principais antimicrobianos utilizados

para o tratamento de P. aeruginosa e seus mecanismos de acao.

3



1.3.1. Antimicrobianos beta-lactamicos

Os agentes antimicrobianos beta-lactamicos tem acao bactericida, inibindo enzimas que
realizam a sintese da camada de peptidioglicano da parede celular bacteriana. Foram um dos
primeiros antimicrobianos descritos e constituem o maior grupo utilizado na pratica clinica. A
caracteristica comum deste grupo € a presenca do anel beta-lactdmico na estrutura quimica da
molécula. Constituintes deste grupo incluem as penicilinas, cefalosporinas, carbapenems,

monobactamicos ¢ inibidores de B-lactamases (Figura 1.1) (17).
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Figura 1.1: Estrutura quimica dos quatro beta-lactamicos.

A parede celular das bactérias Gram-negativas é constituida por subunidades de acido
N-acetil muranico e N-Acetilglicosamina que sdo unidas por cadeias de tetrapeptideos. A
ligagdo cruzada entre as cadeias de tetrapeptidica é realizada por enzimas do tipo
transpeptidases, ocorrendo assim a ligacdo cruzada de dois aminoacidos D-alanina-D-alanina
presente nestas moléculas. As transpeptidases também sdo conhecidas como Proteinas de
Ligacdo & Penicilina (PBP) e sdo alvos dos antimicrobianos beta-lactdmicos. O anel beta-
lactdmico é quimicamente semelhante & D-alanina-D-alanina, sendo inserido na parede celular
pelas PBPs. Quando isto ocorre as PBPs ficam inativadas devido a acilacéo resultante desta
reacdo, o que leva a um desequilibrio osmotico e posterior lise celular. A afinidade dos

diferentes beta-lactamicos pelas PBPs difere, porém, a ligacdo € sempre covalente (17, 18).



As penicilinas foram os primeiros beta-lactamicos a serem introduzidos na pratica
clinica, através da penicilina G, no inicio de 1940. Com o avanco cientifico e conhecimento
sobre a estrutura quimica da molécula, modificagdes puderam ser adicionadas alterando seu
espectro de acdo. As primeiras penicilinas (penicilinas G e V) apresentavam pouca atividade
contra bactérias Gram-negativas. Com a adicdo de um grupo amino a sua estrutura, também
chamadas de aminopenicilinases (ampicilina e amoxacilina), estas passaram a apresentar acao
contra Escherichia coli, Shigella, Salmonella e P. aeruginosa. Logo apés, surgiram as
carboxipenicilinas (carboxilina e ticarcilina) e ureido-penicilinas (piperacilina) com maior
atividade contra P. aeruginosa devido a sua resisténcia a beta-lactamases do tipo AmpC. No
entanto, como é observado, logo ap6s a sua introducdo a pratica clinica, cepas resistentes
puderam ser observadas (19, 20, 21).

As cefalosporinas foram descobertas em 1948 por Guiseppe Brotzu em um estudo sobre
a descoberta de novos beta-lactamicos na microbiota de um esgoto. O composto ativo foi
isolado do fungo Cephalosporium, dando origem as primeiras cefalosporinas. Atualmente estéo
disponiveis mais de 20 representantes. As cefalosporinas sdo mais estaveis ao pH e mudancas
de temperatura que as penicilinas e comecaram, entdo, a ser utilizadas na pratica clinica em
1960 (23).

As cefalosporinas séo classificadas, por geracdes, que se referem as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodindmicas. A primeira geracdo, representada pelas cefalotina
cefazolina e cefalexina, apresentam boa atividade contra Gram-positivos, porém, ndo para
Gram-negativos. As de segunda geracdo, representadas pelas cefuroxima, cefotetam e
cefoxitina, apresentam cobertura moderada para Gram-negativos e tendo maior cobertura
contra anaerdbios. As de terceira geracdo, representadas pelas cefpodoxima, cefotaxima,
ceftriaxona e ceftazidima, apresentam boa atividade contra Gram-positivos e Gram-negativos,
especialmente contra Gram-negativos da familia Enterobacteriaceae. A ceftazidima é a unica
cefalosporina de terceira geracdo com atividade contra P. aeruginosa. As de quarta geragéo séo
mais estaveis frente a beta-lactamases, sendo representada pela cefepime, ativa contra Gram-
positivos e Gram-negativos, incluindo P. aeruginosa. Existem ainda as cefalosporinas de quinta
geracgdo, sendo a Unica representante a ceftarolina que é ativa contra Gram-positivos (17).

Os carbapenemas sdo atualmente uma das principais op¢des de tratamento para
infeccBes graves e a primeira linha de tratamento para Enterobactérias produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBLs). Apresentam amplo espectro de agéo, que incluem
Gram-negativos, Gram-positivos e anaerobios. Estdo disponiveis na pratica clinica no Brasil

quatro tipos: Imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem (22).



O primeiro carbapenema a ser descrito foi isolado do caldo de fermentagcdo do fungo
Streptomyces cattleya, em 1970, e denominado de thienamycin. Logo chamado de imipenem.
Apesar de apresentar amplo espectro de acdo bacteriana o composto foi susceptivel a
degradacdo pela enzima dehidropeptidase-1 (DHP-1), presente nos tdbulos renais. Para
solucionar tal problema foi adicionado um inibidor de DHP-1, a cilastatina, o que também
preveniu sua nefrotoxicidade. Os demais representantes dos carbapenemas séo estaveis a acdo
do DHP-1. Meropenem foi o segundo carbapenema a ser descrito, seguido do ertapenem.
Comparado com os demais carbapenemas, o ertapenem € o0 que possui menor espectro de acéo,
ndo sendo ativo contra Enterococcus, P. aeruginosa e outros ndo-fermentadores. Doripenem é
0 carbapenema mais recentemente disponivel, apresentando espectro de acdo similar ao

imipenem e meropenem (22).

Os monobactamicos foram descritos em 1981, sendo 0 aztreonam o Unico representante
deste grupo. Além de ser uma opc¢éo para pacientes alérgicos as penicilinas € o primeiro entre
0s beta-lactdmicos com atividade apenas sobre Gram-negativos, podendo ser utilizado em
substituicdo aos aminoglicosideos devido ao seu espectro de atividade similar, porém com
menor poténcial de ototoxidade e nefrotoxicidade. O aztreonam apresenta elevada afinidade
pelas PBPs, sendo resistente a hidrolise de beta-lactamases do tipo penicilinases e

cefalosporinases (23).

1.3.2. Antimicrobianos fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas sdo uma classe de antimicrobianos de amplo espectro, que
compdem uma classe sintética, derivados das quinolonas. A descoberta das quinolonas ocorreu
em 1962 por Lesche. A primeira molécula sintetizada utilizada como opgao de tratamento foi
0 &cido nalidixico, porém com limitada utilizacdo devido a sua baixa difuséo pelos tecidos (24,
25).

Outras quinolonas foram desenvolvidas a partir de 1970. Um grande avango ocorreu
com a adigdo do grupo pipeazinico na posi¢do 7 do acido nalidixico, o que levou a outras
modifica¢fes na estrutura desta molécula. A adicdo de um atomo de fluor na posicdo 6 deu
inicio a era das fluoroquinolonas (FQs). Esta adicdo modificou as propriedades das quinolonas,
melhorando sua farmacocinética e farmacodindmica. O primeiro antimicrobiano sintetizado
deste grupo foi a norfloxacina, no final dos anos 80 (26, 27).

As FQs apresentam atividade contra Gram-positivos e Gram-negativos, tendo boa

biodisponibilidade por administracdo oral, toxicidade relativamente baixa e farmacocinética
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favoravel. Além da sua utilizacdo na medicina humana, esta classe também tem sido bastante
utilizada na medicina veterinaria (28, 29).

O mecanismo de ac&o das FQs envolve a inibigdo da sintese de DNA. Seu principal alvo
sdo as topoisomerases de DNA, cuja funcéo é realizar quebras transitorias entre as ligacOes da
dupla fita de DNA e seu reparo, modulando assim o super enovelamento do DNA para permitir
seu funcionamento adequado e interagdes com proteinas. Assim, estas enzimas sao
fundamentais para a replicagdo do DNA, transcri¢do, recombinacédo e remodelacdo do DNA
condensado (25).

Na maior parte das bactérias as topoisomerases sao de dois tipos: a DNA girase e a
topoisomerase 1V. Ambas estruturalmente semelhrantes. A DNA girase é composta por duas
subunidades A e duas subunidades B, que sdo codificadas pelos genes gyrA e gyrB, enquanto
que a topoisomerase por duas subunidades, codificadas pelos genes parC e parE. Vale ressaltar
gue os seres humanos também possuem estas enzimas com significativa semelhanca com as de
bactérias. Porém, em seres humanos, os genes que codificam as subunidades A e B sdo
fundidos, formando uma Unica cadeia de polipeptideo, garantindo assim a discriminacdo das

FQs entre as topoisomerases humanas e bacterianas (30, 31).

Os principais representantes das FQs sdo a ciprofloxacina, levofloxacina e a
moxifloxacina, sendo a ciprofloxacina a mais utilizada no tratamento de infecgdes por P.

aeruginosa.

1.3.3. Antimicrobianos aminoglicosideos

O primeiro aminoglicosideo, descoberto em 1943, foi denominado de estreptomicina.
Esta molécula foi isolada de um Actinomiceto presente no solo, Streptomyces griseus, por
Waksman e colaboradores (1979). Ap6s sua descoberta surgiram os aminoglicosideos semi-
sintéticos, como neomicina (1949), canamicina (1957), gentamicina (1963), tobramicina
(1968), amicacina (1972), netilmicaina (1975) (32).

A estrutura quimica dos aminoglicosideos apresenta um ou mais amino&cidos ligado a
uma hexose ou aminociclitol por uma ligagdo glicosidica. Sdo solUveis em agua e estaveis em
pH 6 a 8, com uma estrutura polar catidnica. Todos os aminoglicosideos possuem propriedades
farmacocinéticas iguais, tendo fraca absorcdo oral e baixa penetracdo no espaco intracelular.
Em pacientes com fungéo renal normal, possuem meia vida de aproximadamente 2 horas no

soro, aumentando conforme a deteriorizacdo da funcao renal (33, 34).



Os aminoglicosideos atuam inibindo a sintese proteica pela ligacdo irreversivel a
subunidade ribossomal bacteriana 30S. Seu espectro de agéo incluem Gram-negativos, Gram-
positivos e anaerdbios. Contra enterobactérias e P. aeruginosa, gentamicina, tobramicina,
netilmicina e amicacina possuem atividade semelhante, sendo a netilmicina a menos eficaz
contra P. aeruginosa (34, 35, 36).

Apesar disto, os aminoglicosideos podem apresentar ototoxicidade, nefrotoxicidade e
blogueio muscular, sendo a nefrotoxicidade o efeito adverso mais comum. Seu uso era restrito
ao longo dos anos devido ao surgimento de antimicrobianos de espectro extendido com menor
toxicidade. Contudo, nos dias atuais com a falta de op¢éo para o tratamento de Gram-negativos
multirresistentes, estes tém sido bastante utilizados. Podem ser utilizados para tratar infecgdes
por P. aeruginosa e Acinetobacter spp. multirresistentes, Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL, endocardites por Enterococcus (em combinag¢do com vancomicina) e em pacientes com
fibrose cistica (37, 38).

1.3.4. Antimicrobianos polimixinas

As polimixinas sdo polipeptideos compostos por uma cadeia lateral de acidos graxos
ligados a um anel peptidico policatidbnico com dez aminoacidos. Essa propriedade confere a
afinidade pelo lipopolissacarideo (LPS), que possui carga negativa, presente na membrana
externa de Gram-negativos, onde as polimixinas atuam desestabilizando o LPS. A ligacdo ao
LPS promove sua absorc¢éo e difusdo pela parede celular, interrompendo a respiracao celular e
levando a lise celular (39).

As polimixinas foram descritas em 1947 como produto da bactéria Paenibacillus
polymyxa encontrada no solo. Na pratica clinica exitem 2 férmulas disponiveis, a polimixina B
(PB) e a colistina (CT), também chama de polimixina E. As duas diferem entre si em apenas
um aminoacido. Apesar disso, a polimixina B apresenta maior vantagem em relacéo a colistina,
pois a colistina é administrada como droga inativa e sua conversdo é lenta (40).

Desde sua descricéo, as polimixinas foram usadas para o tratamento de diversas infecg0es
por Gram-negativos, com excec¢do de géneros intrinsicamente resistente a esta classe, como por
exemplo, Proteus, Burkholderia, Serratia, Morganella e Providencia. Os efeitos colaterais
desta classe, mais importantes, incluem a nefrotoxicidade e neurotoxicidade. Assim, com o
surgimento de novos antimicrobianos com amplo expectro e menor toxicidade, o uso das
polimixinas diminuiu por volta dos anos de 1970-1980. Poréem, com a escassez de novos agentes

antimicrobianos e o surgimento da resisténcia ao tratamento, as polimixinas passaram a ser



utilizadas novamente como Gltimo recurso para o tratamento de Gram-negativos. Isso decorre
do final dos anos 90, com o aparecimento de Gram-negativos multirresistentes, principalmente

devido ao aumento da resisténcia aos carbapenemas (41).

1.4. Resisténcia aos antimicrobianos

A introdugdo de agentes antimicrobianos abriu novas possibilidades para o tratamento das
infecces bacterianas. O surgimento dos antimicrobianos, como as sulfonamidas, e depois a
penicilina por Alexander Fleming em 1928 e os antibidticos sintéticos, como as quinolonas
foram alguns dos grandes marcos da ciéncia. No entanto, com o progresso no desenvolvimento
destes, tém surgido patdgenos resistentes de forma cada vez mais generalizada, o que representa
um problema de satde mundial. A répida disseminagdo da resisténcia tem sido maior do que 0s
avanc¢os no desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas, especialmente para bactérias
Gram-negativas (42).

Especialistas chamam a atencdo para o futuro destas infec¢des, onde se estima ndo haver
mais tratamento para infec¢bes bacterianas, tanto no hospital, quanto na comunidade, nas
préximas décadas. Como prova desta preocupacdo, o CDC (Center for Diasease Control and
Prevention - EUA) declarou em 2013 a era pos-antimicrobiana e a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) em 2014 reconheceu a resisténcia antimicrobiana como uma ameaca a salde
publica mundial e alertou para a necessidade de esforcos para conter sua disseminacao e
desenvolvimento de novos farmacos (43, 44, 45).

Paises em desenvolvimento tém sido apontados com um importante papel no surgimento
e disseminacdo da resisténcia, o que inclui pacientes susceptiveis a infecgdes, pela presenca de
doencas de base e ma nutri¢do, aglomerados populacionais, que favorecem a disseminacao de
micro-organismos, sistema de satde falho e uso excessivo e indiscriminado de antimicrobianos.
Além de seu uso na agricultura e criacdo de gado, gerando pressdo seletiva para o surgimento
de micro-organismos resistentes (43, 46).

Diante destas medidas e necessidade da contencdo do surgimento da resisténcia, o CDC
classificou as infecgdes por bacterias resistentes em “urgente”, “sério” e “potencial ameaga” de
acordo com os critérios: impacto clinico, impacto econémico, incidéncia, transmissibilidade,
disponibilidade de antimicrobianos eficazes e barreiras para prevencdo. Chamamos atencao
para P. aeruginosa multirresistente, foco deste estudo que é considerada pelo CDC como causa
de infeccgdes sérias (45).

As opcOes terapéuticas para P. aeruginosa sdo limitadas devido a sua resisténcia

intrinseca, podendo adquirir novos mecanismos durante a infecgdo. P. aeruginosa é
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naturalmente resistente a penicilina G, aminopenicilinas, incluindo associa¢ées com inibidores
de beta-lactamases, a cefalosporinas de primeira e segunda geragéo, quinolonas, trimetoprim,
tetraciclina e cloranfenicol (46).

A resisténca intrinseca refere-se a resisténcia comum a todos os isolados e é consequéncia
da selecdo genética de mecanismos cromossomais. A resisténcia adquirida ocorre pela
aquisicdo de mecanismos adicionais ou como consequéncia de processos mutacionais sob
pressdo seletiva. Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa incluem:
a producéo de enzimas, falta de afinidade do sitio alvo do antimicrobiano, baixa permeabilidade

da membrana e sistemas de efluxo (43, 44).

1.5. Mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos

1.5.1. Mecanismo de resisténcia aos beta-lactamicos

1.5.1.1. Alteracdo das Proteinas Ligadoras de Penicilinas (PBPs)

Em P. aeruginosa sdo bem conhecidas sete diferentes PBPs: 1a, 1b, 2, 3, 4, 6 e 7, tendo
funcBes essenciais e ndo essenciais para a célula. Alteracbes nessas proteinas poderiam levar a
resisténcia aos antimicrobianos, porém este fenbmeno é mais comum em bactérias Gram-
positivas (43, 47). Apesar disto, sabe-se que alteragcdes na PBP-3 aumenta a resisténcia aos beta-
lactdmicos e alteracdes na PBP-4 ja foram relatadas durante o tratamento com imipenem e
piperacilina/tazobactam. Essas alteracdes podem se dar por mudancas nas PBPs e perda da
afinidade ao antimicrobiano ou por uma maior expressao desta, como relatado para PBP-2 e
PBP-3 quando tratadas com imipenem (47, 48, 49).

1.5.1.2. Beta-lactamases

Em bactérias Gram-negativas a producéo de beta-lactamases é o principal mecanismo
de resisténcia a esta classe de antimicrobianos. As beta-lactamases atuam hidrolizando o anel
beta-lactdmico. Se concentram no espaco periplasmatico e desta forma impedem a ligacdo do
anel beta-lactamico com as PBPs. Os genes de beta-lactamases podem estar contidos em
plasmideos ou no cromossomo (50).

As beta-lactamases possuem amplo expectro funcional, o que dificulta sua classificagéo.
Atualmente tém sido utilizado duas classifica¢cbes. Uma proposta por Ambler (1980), baseada

na sequéncia aminoacidica e estrutura quimica e outra proposta por Bush, Jacoby e Medeiros
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(1995), baseada nas caracterisitcas funcionais. A classificacdo de Bush, Jacoby e Medeiros é a
mais aceita e divide as beta-lactamases em quatro grupos funcionias e subgrupos, sendo a tltima
revisdo realizada em 2011 (51, 52) (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1: Classificacdo das beta-lactamases segundo Bush, 2011 (52).

Grupo Inibida por Inibida
Funcional Classe r o acido por
Bush- Molecular Exemplos CEELE B clavulanicoou EDTA
Jacob tazobatam
AmpC de P. Néo Néo
aeruginosa e Enzimas cromossémicas e plasmidiais produzidas por bactérias Gram-
1 C E. coli; CMY- negativas. Confere resisténcia a todos os p-lactamicos, exceto 0s
2, FOX-1, carbapenemas.
MIR-1.
1e c GC1, CMY- Enzimas que promovem a hidrélise de penicilinas, cefamicinas, Néo Néo
37. cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos.
PC1 e outras Sim N&o
penicilinases Penicilinases produzidas por Staphylococcus spp. E Enterococcus spp.
2a A de Conferem altos niveis de resisténcia a penicilina. Inibidas por &cido
Staphylococcus clavuléanico e tazobactam.
sp.
b A ?H.IYE'&A_EEM' Enzimas que possuem hidrdlise eficiente de penicilinas e cefalosporinas das Sim Nao
TEM-90. primeiras geracdes.
ESBL: CTX- Sim Nao
M-15, CTX-
obe A M-44, PER-1,  Conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e
SFO-1, SHV-  monobactamicos.
5, TEM-10,
TEM-26,
TEM-30, Néo Néo
obr A $Em183 Enzimas que possuem hidrélise eficiente de penicilinas e cefalosporinas das
SHV-10. SHy- Primeiras geragdes.
26.
TEM-50, Néao Né&o
2ber A TEM-68, Promovem a hidrolise de penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos.
TEM-89
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Sim Né&o

2C A 3F:SE-1, CARB- Enzimas que hidrolisam penicilinas e carbenicilina.
2d D ?OXA_l' OXA- Enzimas que hidrolisam a cloxacilina. Variavel Nao
2de D 8??%% Hidrdlise de penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro. Variavel Nao
2df D géﬁig Hidrolisam carbapenemas e cloxacilina. Variavel Nao
2e A CepA Cefalosporinases Sim N@o

IMI-1, KPC-2, Enzimas que hidrolisam carbapenemas e possuem uma serina no seu sitio SIim Nao
2f A KPC-3, SME- .

ativo.

1, GES-2

IMP-1, L1, Nao Sim
3a B NDM-1, VIM-  Hidrdlise de todos os beta-lactdmicos exceto monobactamicos.

1, SPM-1
3b B CphA, Sfh-1  Hidrélise preferencial de carbapenemas. Nao Sim
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As classes A, C e D possuem uma serina no seu sitio ativo, sendo, portanto, serino-
dependentes, enquanto que a classe B, chamada de metalo-beta-lactamase (MBL), utiliza o
zinco como co-fator para sua atividade hidrolitica. Em P. aeruginosa j& foram descritas beta-
lactamases de todas estas classes, incluindo beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) e
com atividades de carbapenemases (53).

As penicilinases da familia PSE, CARB (subgrupo 2c) e TEM (subgrupo 2b) sdo
comumente encontradas em isolados clinicos de P. aeruginosa e seu impacto na terapia
antimicrobiana é limitado por ndo apresentar atividade sobre cefalosporinas de espectro
ampliado, monobactamicos e carbapenemas. Sendo a predominte as enzimas pertencentes a
familia PSE. As enzimas do tipo OXA também tém sido descritas em isolados de P. aeruginosa,
porém com espectro limitado, o que inclui os subgrupos 2d e 2de (43, 47, 54).

As opcdes terapéuticas disponiveis para o tratamento de infeccBGes por P. aeruginosa
passaram a ser mais limitadas com o surgimento de beta-lactamases de espectro estentido
(ESBL). As ESBLs estdo incluidas na classe A de Ambler, subgrupo 2be (classificacdo de Bush,
Jacoby e Medeiros), inibidas por inibidores de serino-beta-lactamases (acido clavulanico e
tazobatam), foram descritas inicialmente em isolados de Klebsiella pneumoniae e E. coli e logo
se dissemiram para outras espécies de enterobactérias e BGN-NF, como P. aeruginosa. As
ESBLs passaram a ser descritas em P. aeruginosa no inicio da década de 90 e as enzimas do
tipo TEM, SHV, PER, VEB, GES, BEL e CTX-M tém sido descritas em diferentes regides do
mundo, incluindo o Brasil (47).

P. aeruginosa produz uma beta-lactamase cromossomal de Classe C, subgrupo 1,
chamada de AmpC, que também é produzida por algumas espécies da familia
Enterobacteriaceae (Citrobacter freudii, Enterobacter spp., Serratia marcescens, Providencia
stuartii e Morganella morganii) (52, 55, 56).

AmpC é expressa em niveis basais ndo apresentando resisténcia relevante, sendo a P.
aeruginosa susceptivel as ureido-penicilinas, combinacdes com inibidores, cefalosporinas e
carbapenemas. Porém, esta enzima pode ser induzivel ou pode ocorrer uma desrrepressdo do
regulador do gene ampC levando a altos niveis de AmpC. Quando este fendmeno ocorre, 0s
isolados de P. aeruginosa podem desenvolver resisténcia a todos os beta-lactamicos com
excecao dos carbapenemas. Super expressao de AmpC, normalmente, também esta associada a
outros mecanismos ndo enzimaticos, como a perda de porinas ou expressdo de bombas de
efluxo, o que eleva os niveis de resisténcia a todos os beta-lactamicos. Esta enzima pode ser
inibida pelo avibactam, um novo inibidor de beta-lactamase de classe A utilizado na préatica
clinica (55, 57).
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Nos ultimos anos, concomitante a grande utilizacdo de antimicrobianos de amplo
espectro, é possivel observar, a emergéncia de P. aeruginosa multirresistentes. Com o
surgimento desdes isolados cada vez maior, uma das principais opcoes terapéuticas se tornou
os carbapenemas. Porém, como ocorreu para 0os demais antimicrobianos, com o seu maior uso,
indices crescentes de resisténcia € observado em diferentes regides do mundo (57).

A resisténcia aos carbapenemas pode ser mediada por diferentes mecanismos, entretanto
a producdo de carbapenemases (beta-lactamases com atividade sobre carbapenemas) é apontada
como 0 mecanismo mais importante. As carbapenemases sao divididas em trés classes, classe
A subgrupo 2f, classe B subgrupo 3a e classe D subgrupo 2df. Dentre essas, as de maior
importancia e mais disseminadas em isolados de P. aeruginosa sdo as de classe B também

chamadas de metalo-beta-lactamases (MBL) (58).

1.5.1.2.1. Carbapenemases de classe A

As carbapenemases de classe A séo classificadas dentro do subgrupo 2f e incluem as
enzimas das familias NMC, IMI, SME, KPC e GES. Foram descritas inicialmente em isolados
da familia Enterobacteriaceae e sdo inibidas por tazobactam, acido bor6énico e, avibactam.
Recentemente, uma nova enzima desta classe foi descrita em nosso pais, em trés isolados de K.
pneumoniae em S&o Paulo e denominada de BKC-1. Estas enzimas tem a capacidade de
hidrolizar uma grande variedade de beta-lactamicos, incluindo as penicilinas, aztreonam,
cefalosporinas e carbapenemas (59, 60).

A familia SME-1 tem sido associada a isolados de S. marcescens e teve sua primeira
detec¢do na Inglaterra em 1982 (61). As familias IMI e NMC possuem 97% de identidade entre
a sequéncia de aminoacidos entre si e 70% de similaridade com a SME-1 e séo descritas em
Enterobacter spp.. Estas enzimas tém sido descritas nos Estados Unidos, Franca e Argentina.
Os genes destas trés familias de carbapenemases de classe A tém sido descritos como parte do
cromossomo bacteriano o que pode explicar a baixa disseminacdo destas enzimas. Até o
momento, ndo ha relatos destas enzimas em P. aeruginosa (61, 62, 63, 64, 65).

A familia GES foi inicialmente classificada como ESBL, porém variantes com atividade
sobre os carbapenemas tém sido descritas, entre elas a GES-2 na Africa do Sul, GES-5 no Brasil,
GES-13 na Grécia, GES-18 na Alemanaha e GES-9 na Franca. Seu espectro de acdo é amplo e
diversificado, podendo apresentar baixos niveis de hidrolise sobre os carbapenemas. Os genes
blaces tém sido relatados em integrons inseridos em plasmideos (66, 67, 68, 69).

Dentre as carbapenemases de classe A, a mais disseminada mundialmente e de grande

importancia epidemioldgica € a do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase). KPC
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foi descoberta através de um projeto de vigilancia na Carolina do Norte em 1996 em um isolado
de K. pneumoniae. Este isolado apresentou resisténcia a todos os beta-lactdmicos testados, com
MICs diminuidas na presenca de acido clavulanico (70).

Logo foi descrita uma segunda variante, com mudanca de um unico aminoéacido,
denominada KPC-2 com maiores relatos nos Estados Unidos. Estudos posteriores
demonstraram que a KPC-1 e a KPC-2 se tratavam da mesma enzima e passou a ser designada
como KPC-2. Com o aumento dos relatos de KPC-2, surgiu a KPC-3 entre os anos de 2000-
2001 em isolados de K. pneumoniae e Enterobacter spp. em Nova York. KPC-3 apresenta
cinética de hidrolise similar as demais KPC, com um ligeiro aumento para hidrolise para
ceftazidima (71, 72, 73).

O surgimento da KPC veio acompanhado de sua rapida disseminacao entre diferentes
paises e espécies bacterianas, mostrando a capacidade de disseminacdo deste gene. Até o
momento foram descritas vinte e quatro variantes alélicas de KPC (segundo o site

http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel, acesso em 09 de junho de 2016), sendo a

prevalente no mundo a KPC-2 (73). Em P. aeruginosa ja foram descritas 2 variantes, a KPC-2
e a KPC-5 (74, 75).

O gene de KPC tem sido encontrado em plasmideos associado a sequéncias de insercao
e/ou transposons, 0 que pode justificar a sua rapida disseminacdo mundial. Além disso, esse
gene tem sido mais relatado na espécie K. pneumoniae que é bem conhecido por acumular e
disseminar determinantes de resisténcia (61, 76).

O principal responsavel pela disseminacdo de KPC tem sido o transposon Tn4401,
pertencente a familia dos transposons tn3. Este transposon € composto por uma transposase
(tnpA), resolvase (tnpR), blakec, duas sequencias de insercdo, ISKpn7 e ISKpn6 e das
sequéncias invertidas de 39 pb que flanqueiam o transposon. Apesar disto, blakec pode ser
encontrado em outras plataformas genéticas menos comum, o transposon Tn5563 tem sido
identificado em isolados de P. aeruginosa produtoras de KPC-5 em Porto Rico (75, 77).

Esta carbapenemase tem sido descrita em diversas regies do mundo, entre elas nas
Américas (Estados Unidos, Canada Colémbia, Argentina, Brasil), Europa (Espanha, Portugal,
Reino Unido, Irlanda, Franca, Polonia, Grécia, Italia e Israel), Asia (india e China) e Oceania
(Australia e Nova Zeléndia). No Brasil, esta carbapenemase foi identificada em um isolado de
K. pneumoniae isolada em 2006 de um paciente de UTI em um hospital em Recife, seguida de
sua disseminacdo no territorio brasileiro. (78, 79).

Em P. aeruginosa a primeira deteccdo de KPC no Brasil ocorreu em Recife, a partir de
isolados de secrecdo traqueal de dois pacientes na UTI em 2010, sendo susceptivel apenas a

gentamicina e polimixina B (80). Antes deste relato, foi identificado em Recife um isolado de
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P. putida produra de KPC-2 proveniente em um paciente de 8 anos internado na Oncologia
Pedratrica do Hospital Universitario Oswaldo Cruz em 2008, susceptivel apenas a polimixina
B (80, 81).

1.5.1.2.2. Carbapenemases de classe B

As carbapenemases de classe B, também chamadas de Metalo-beta-lactamases (MBL),
pertencem ao grupo 3a subcalsse B, hidrolisam todos os beta-lactdmicos com exce¢do do
aztreonam (monobactamico), necessitam de ions de Zn*? ou outros cations divalentes como
cofator enzimatico e por isso sdo inibidas por agentes quelantes, como EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético), derivados do tiol e acido dipicolinico. Estas enzimas podem
ser divididas em MBLs intrinsecas e adquiridas. As primeiras MBLs foram detectadas na
década de 60 porém somente na década de 90 ganharam a definida importancia devido a sua
disseminacdo entre os bacilos Gram-negativos associados a infec¢fes hospitalares (73, 82).

Os genes de MBLs podem ser dividos ainda em 3 grupos (B1-B3) de acordo com a
homologia das sequéncias, as MBLs clinicamente importantes sdo agrupadas no grupo Bl e
incluem VIM, IMP, NDM, SPM, GIM, SIM, KHM, AIM, DIM, SMB, TMB e FIM. A maioria
das MBLs sdo associadas a integrons, presentes em plasmideos, o que pode facilitar sua
aquisicao e disseminacédo. Dentre estas, as mais importantes mundialmente sdo a IMP, VIM e
NDM, e particularmente no Brasil, a SPM (73, 83).

As enzimas do tipo IMP (Imipenemase) tiveram sua descricdo em um isolado de
Serratia marcescens no Japdo em 1991. O gene estava presente em um integron de classe 1
localizado em plasmideo de facil conjugacéo, onde logo ap6s seu relato este gene se disseminou
para outras espécies de bactéria Gram-negativas. Em P. aeruginosa este gene teve sua primeira
descri¢cdo no Japdo em 1999 (65, 84, 85). Até 0 momento existem 53 variantes alelicas descritas
(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel acesso dia 18 de julho de 2016). Estes genes
tém sido descritos em diferentes paises como Brasil, Portugal, Japdo, China, india, Reino
Unido, Australia, Turquia, entre outros paises (86, 87, 88).

As enzimas do tipo VIM (Verona Integron-encoded Metallo-beta-lactamase) possui
atividade hidrolitica similar as carbapenemases do tipo IMP, com similaridade de aminoacidos
inferior a 40%. VIM-1 foi descrita em P. aeruginosa em 1999 na Italia e logo se disseminou
para outras espécies. O gene blaviv também tem sido descrito em integrons de classe 1
associados a plasmideos de facil conjugacdo. Até o momento, ja foram descritas 46 variantes
alelicas (http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel acesso dia 18 de julho de 2016). VIM

tem sido descrita em diferentes paises, como Turquia, Franca, Italia, Hungria, Portugal, entre
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outros. Nas Américas € responsavel por surtos esporadicos nos Estados Unidos, México,
Venezuela, Colombia, Argentina e Brasil, com prevaléncia de VIM-2 e VIM-16 em P.
aeruginosa (89, 90).

Enzimas do tipo NDM (New Delhi Metallo-beta-lactamase) foram descritas em 2008,
em isolados de K. pneumoniae e E. coli na Suécia, em um paciente internado anteriormente em
um hospital em Nova Deli, na India. A NDM possui similaridade de 32% com a VIM e esta
presente em plasmideos associada a sequéncias de insercdo do tipo ISAbal25. Foram descritas
16 variantes alélicas da NDM (http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel acesso dia 18 de
julho de 2016), sendo as variantes alélicas -4, -5 e -7 com maior atividade sobre o0s
carbapenemas. Existem relatos de surtos em hospitais de todo o mundo, incluindo Italia, Reino
Unido, Turquia, China, Colémbia, Guatemala, Canada, Estados Unidos e Brasil. Apesar de
prevalente em Enterobacteriaceae, bactérias Gram-negativas como Acinetobacter spp. e
Pseudomonas spp. podem vir a adquirir este mecanismo de resisténcia. Na Franca, em 2012, o
gene blanowm foi identificado em P. aeruginosa em um paciente com histérico de internacdo na
Sérvia, desde entdo este gene tem sido descrito em P. aeruginosa na india, Italia, Egito,
Eslovaquia (86, 89, 90, 91, 92, 93).

A carbapenemase do tipo SPM (S&o Paulo Metalo-beta-lactamase) é particularmente
disseminada e problemética no Brasil. Em 1997 foi descrita em P. aeruginosa sensivel somente
as polimixinas, recuperada de um paciente internado no Instituto de Oncologia Pediatrica de
Sdo Paulo. Este gene apresenta 35,5% de similaridade com a IMP-1 e ndo é carreado por
integron de classe 1, como descrito para as demais MBLs. Em vez disso, a SPM-1 foi descrita
em um elemento integrativo e conjugativo denominado ICETn43716061 presente em uma ilha
gendmica chamada ICEPaeSP. Fora do Brasil, esse gene foi identificado em um isolado de P.
aeruginosa na Suica, em 2010, porém, o paciente infectado tinha sido transferido do Brasil.
Mais recentemente, SPM foi descrita em um isolado no Reino Unido e apontado como

conseguéncia do turismo dado pelos eventos sediados no Brasil (93, 94, 95, 96, 97).
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1.5.1.2.3. Carbapenemases de classe D

As carbapenemases de classe D, também conhecidas como oxacilinases (OXA),
possuem amplo espectro de atividade. Ja foram descritos 498 alelos desta classe e as que
possuem atividade sobre os carbapenemas se enquadram no subgrupo 2df
(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel acesso dia 18 de julho de 2016). As OXAs séo

fracamente inibidas pelo &cido clavulanico e fortemente inibida por cloreto de sodio. Estes
genes também podem ser encontrados em elementos genéticos mdveis que facilitam a sua
disseminacédo, como integrons, sequéncias de inser¢do e transposons (98).

P. aeruginosa possui a OXA-50 de forma cromossdmica e intrinseca, com espectro
restrito, contribuindo para diminuicéo da susceptibilidade a ampicilina e ticarcilina, e em alguns
casos, ao imipenem (99). Outras OXAs com atividades restritas tém sido descritas em isolados
de P. aeruginosa, porém com impacto clinico limitado. Entre as OXAs com atividades sobre
os carbapenemas destacam-se as familias da OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143
prevalentes em Acinetobacter spp. e a familia da OXA-48 prevalente em enterobactérias (100,
101).

A OXA-48 teve sua primeira descricdo em um isolado de K. pneumoniae na Turquia em
2001 em P. aeruginosa, sendo este gene ja foi detectado na india. No Brasil, estudos demostram
haver a predominancia da OXA-370, uma variante alélica da OXA-48, que tem sido descrito

em diferentes espécies da familia Enterobacteriaceae (102, 103).

1.5.1.3. Alteracdo da permeabilidade através de porinas

A membrana de bactérias Gram-negativas é composta por fosfolipideos,
lipopolissacarideos e proteinas de membrana externa, as OMPs (outer membrane protein). As
OMPs, também denominadas de porinas, sdo proteinas em forma de barril que atravessam a
membrana agindo como canal para entrada de moléculas e nutrientes, podendo permitir a
entrada de toxinas e antimicrobianos. Alteraces, modificacdes e reducdo de determinadas
porinas podem contribuir para a resisténcia aos antimicrobianos (104).

As porinas permitem a difusdo, principalmente, de substratos hidrofilicos, como os beta-
lactamicos. Alteragdes nestas proteinas poderiam alterar a entrada dos beta-lactamicos na célula
bacteriana (105).

As porinas podem ser classificadas de acordo com a sua atividade, estrutura e regulagéo.
Em P. aeruginosa sdo bem conhecidas as porinas OprC, OprD, OprE e OprF (105, 106, 107,
108). As porinas OprC e OprE séo inespecificas, enquanto a OprF permite a passagem da
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maioria dos beta-lactamicos e € a mais abundante da membrana externa de P. aeruginosa,
apesar disto, os carbapenemas, principalmente o imipenem, utilizam a OprD como via de
entrada na célula bacteriana (104).

A OprD é uma porina substrato-especifico que permite a difusdo de aminoacidos basicos
para a célula. Também é capaz de permitir a entrada dos carbapenemas, devido ao sitio de
ligacdo nas alcas 2 e 3, com maior afinidade para o imipenem. Alteragdes nesta porina mostram
significativa perda da susceptibilidade ao imipenem e quando associada a outros mecanismos,
como a superexpressdo de sistemas efluxo, causa diminuicao da susceptibilidade aos demais
carbapenemas (109, 110).

Estudos vem demostrando a perda de uma proteina de membrana externa de 45~49 kDa
em isolados resistentes ao imipenem, correspondente a OprD. Grande parte dos isolados,
resistentes aos carbapenemas apresentam algum defeito na sua expressao (111).

Esta resisténcia mediada pela OprD pode ocorrer por diversos fatores em niveis
transcricional da proteina e/ou mutagBes no seu gene. Os processos mutacionais incluem
mutacdes, delecbes e/ou inser¢des criando alteracbes no quadro de leitura da proteina e/ou
cddons de parada. Alguns pesquisadores sugerem que a perda de OprD pode ser o primeiro
mecanismo de resisténcia aos carbapenemas induzido pela presséo seletiva. O surgimento de
isolados clinicos de P. aeruginosa defeituosos para OprD podem reduzir a eficacia dos
carbapenemas (112, 113).

1.5.1.4. Hiperexpressado de Sistemas de Efluxo

Sistemas de efluxo sdo amplamente distribuidos em bactérias e constituem um
mecanismo de extrusdo de moléculas tdxicas da célula para o fora. Esses sistemas muitas vezes
sdo hiperexpressos e apresentam resisténcia cruzada a diferentes classes de antimicrobianos,
além de associado a baixa permeabilidade da membrana pela OprD e produgdo de beta-
lactamases (114).

Existem cinco familias de sistemas de efluxo classificadas de acordo com a fonte de
energia utilizada, relagéo filogenética e especificidade de substratos. Entre elas a familia ABC
("ATP binding cassette™), MFS ("major facilitator superfamily™), SMR (*small multidrug
resistance), MATE ("multidrug and toxic compound extrusion”™) e RND (“resistance-
nodulation division™) (113, 115).

Dentre as cinco familias, a que mais se destaca causando resisténcia aos antimicrobianos
sdo as da familia RND. Com a analise do sequenciamento do genoma da P. aeruginosa, PAO1

(Genebank NC_002516.2) foi possivel identificar doze sistemas de efluxo da familia RND.
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Esses genes sdo organizados em forma de operons, tendo um gene regulador, em alguns, um
gene repressor e o sistema de trés componentes, composto por: um gene que codifica uma
proteina citoplasmatica, dependente de energia (Mex); um gene que codifica uma proteina de
membrana externa, também conhecida como porina (OprN, OprM, OprJ, OmpG, OmpB,
Ompl); e um gene que codifica uma proteina que liga estes dois componentes, atravessando o

espaco periplasmatico (também chamada de Mex) (116) (Figura 1.2).

Proteina transportadora

Proteina de fusdo (mex) Porina
(mex)

Regulador + Regulador -

Figura 1.2.: Contexto genético dos sistemas de efluxo RND em P. aeruginosa.

Destes, pelo menos dez, sdo caracterizados: MexAB-OprM (ABM), MexCD-OprJ
(CDJ), MexEF-OprN (EFN), MexXY-OprM (XY), MexJK-OprM, MexGHI-OpmD, MexVW-
OprM, MexPQ-OpmE, MexMN-OprM e TriABC-OpmH. Alguns destes sdo expressos em
niveis basais (MexAB-OprM) e tem papel na resisténcia intrinseca de P. aeruginosa, outras sao
induzidos em resposta ao antimicrobiano (MexXY-OprM) ou sem expressdao na auséncia do
antimicrobiano (MexCD-OprJ e MexEF-OprN) (114, 117).

Sabe-se que a pressao seletiva, pelo uso de um antimicrobiano, pode levar e selecionar
mutacdes nos diferentes sistemas de efluxo e assim levar a resisténcia cruzada a todos os
antimicrobianos que sdo substratos de tal sistema de efluxo. Os sistemas de maior destaque no
ambiente hospitalar incluem o ABM, CDJ, EFN e o XY (118).

O sistema ABM tem um importante papel na resisténcia intrinseca e adquirida a diversas
classes de antimicrobianos e seus substratos incluem os beta-lactamicos, exce¢do do imipenem,
fluoroquinolonas, macrolideos, tetraciclinas, cloranfenicol, entre outros. Esse sistema é
expresso constitutivamente, porem mutacGes nos seus genes reguladores levam a sua
hiperexpressdo. Quando essas mutagcdes ocorrem no seu gene repressor, mexR, 0s mutantes sao
chamados nalB e quando o mexR esta intacto e ocorrem mutacfes no gene PA3721, sdo
chamados de nalC. O gene PA3721 atua como repressor do mexR (119).

O sistema CDJ exporta quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, entre outros, ndo é

expresso constitutivamente, porém mutacgdes no gene repressor levam a sua expressao (120).
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O sistema XY leva a diminuigéo da susceptibilidade aos aminoglicosideos, tetraciclina,
eritromicina, fluoroquinolonas, entre outros. Este sistema é responsavel pela resisténcia
intrinseca e a auséncia de atividade do seu repressor, por mutagdes, leva a sua hiperexpressdo
(121, 122).

A expressdo do sistema EFN é dependente de uma proteina ativadora da transcrigéo,
MexT, inativa em isolados selvagens. Mutac¢es no gene regulador pode gerar um mutante
chamado nfxC que apresenta expressdo deste sistema, uma vez que o mexT é suficiente para
ativar a expressao deste sistema, conferindo assim, resisténcia as fluoroquinolonas,
cloranfenicol, trimetoprim e de forma indireta ao imipenem pela regulacdo pos-transcricional
da OprD. Esse sistema ainda € capaz de regular negativamente a expressao dos sistemas ABM
e XY, além de estar envolvido no efluxo de moléculas do sistema de Quorum Sensing (QS) e
assim, contribuindo para viruléncia nestes isolados (123).

O sistema EFN possui também um regulador negativo, mexS, que regula o regulador
positivo, mexT, onde Sobel e colaboradores identificaram que a hiperexpressao deste sistema
também pode se dar pela desregulacdo do mexS, levando a diminuicdo da expressao de oprD
de forma indireta (124).

A tabela 1.2. exemplifica alguns dos fenétipos obtidos pelos diferentes mecanismos de

resisténcia aos beta-lactamicos aqui abordados.
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Tabela 1.2.: Fenotipo de resisténcia aos beta-lactacmicos obtidos pelos principais mecanismos

de resisténcia descritos em P. aeruginosa.

Antimicrobiano  Fenétipo AmpC ESBL Carbapene Sitema de efluxo MutacGes
selvagem mase na oprD
CTX-M | PER | Al B | D ABM | CDJ | EFN

Ticarcilina S R R R RIR [ R R S S S
Piperacilina S R R R SIR [R S S S S
Piperacilina + S S S S SIR [R S S S S
tazobactam

Ceftazidima S S R R RIR [ R S S S S
Cefepime S S S R RIR | R S R S S
Aztreonam S S S R S| S R R S S S
Imipenem S S S S RIR|RIS |S S R R

Legenda: S, sensivel; R, resistente; R/S, pode ser sensivel ou resistentes. Adaptado de BALASOIU e
colaboradores (2014) (125).

1.5.2. Mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos

A resisténcia aos aminoglicosideos pode se dar por diferentes mecanismos, entre eles a
alteracdo da permeabilidade de membrana, sistemas de efluxo, producéo de enzimas e menos
frequentemente a alteragcdo do sitio alvo. Sdo bem conhecidos e discutidos a producdo de

enzimas e os sistemas de efluxo.

1.5.2.1. Alteracdo da permeabilidade de membrana

A diminuigdo da concentracdo de todos os aminoglicosideos no interior da célula
bacteriana pode se dar pela reducdo da sua acumulacdo na célula, dada pela diminuicdo da
permeabilidade ou extrusdo da droga. Logo, a resisténcia aos aminoglicosideos pela diminuicado
da permeabilidade da membrana se da principalmente por sistemas de efluxo e, em poucos

casos, pela perda de porina. Em pacientes com FC, isolados de P. aeruginosa resistentes a
23



amicacina, gentamicina e tobramicina, tem sido observado alteragdes na membrana externa que
levam a diminuicdo da captacdo do antimicrobiano. Apesar disso, estudos mostram a
hiperexpressdo de bombas de efluxo como principal mecanismo associado (126, 127, 128).

Estudos in vitro demostraram o que parece acontecer in vivo, onde P. aeruginosa pode
se adaptar e crescer na presenca de um aminoglicosideo e perder essa resisténcia na auséncia
do antimicrobiano, mostrando a capacidade de adaptacdo destes isolados. Isso ocorre
principalmente pela expressédo da bomba de efluxo (122).

Como visto anteriormente, os sistemas de efluxo da familia RND sdo os mais associados
a resisténcia e muitas vezes esses sitemas sdo capazes de atuar em mais de uma classe de
antimicrobianos. Em isolados clinicos resistentes tem sido observado um aumento na expressao
do sistema MexXY-OprM e em menor proporcéo o sistema MexAB-OprM. Estudos também
demostraram que mutacdes no regulador positivo, mexZ, do sistema de efluxo MexXY-OprM,
levam a sua hiperexpressdo, porém em isolados clinicos de P. aeruginosa nem sempre esse
fenémino é observado, sugerindo outros mecanismos de regulacdo deste sistema de efluxo
(129).

Outros mecanismos associados a resisténcia aos aminoglicosideos por alteracdo da
permeabilidade envolvem mutacGes no sistema phoQ-phoP, que também gera resisténcia as
polimixinas, e alteracBes no transporte de elétrons que também alteraria a aborcdo das
moléculas de aminoglicosideos (130).

1.5.2.2. Mecanismos enzimaticos

As Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos (EMA) sdo determinantes de
resisténcia comuns em isolados clinicos de P. aeruginosa. Muitos isolados carream mais de
uma destas enzimas, levando a um fenotipo de resisténcia aos diferentes tipos de
aminoglicosideos diponiveis na pratica clinica. Estas enzimas, relatadas desde 1960, atuam
adicionando radicais quimicos as moléculas dos aminoglicosideos e, por isso, sdo classificadas
em fosfotransferases (APH) que fosforilam a molécula, acetiltransferase (AAC) que acetilam a
molécula e as adeniltransferases (ANT) que fazem adenilacdo da molécula. Essas alteracGes na
estrutura quimica da molécula levam a perda de afinidade pelos ribossomos (131).

As AAC sdo as mais comuns em isolados de P. aeruginosa e realizam a acetilacéo de
uma das posicdes 1, 3, 6’ € 2’ na molécula de aminoglicosideo. As enzimas que acetilam na
posigao 3, AAC (3), e posi¢ao 6, AAC (6’), foram as primeiras a serem descritas e s3o as mais
comuns. AAC (6’) subfamilia I, confere resisténcia a tobramicina, netilmicina, canamicina e
amicacina, enquanto a AAC (6°)-11 confere resisténcia a tobramicina, netilmicina, canamicina
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e gentamicina. As que acetilam na posicdo 3, AAC (3)-1, compBem uma familia com trés
variantes, A, B e C, sendo um determinante de resisténcia a gentamicina, enquanto a ACC (3)-
Il e ACC (3)-11l levam resiténcia a tobramicina, gentamicina, netilmicina e canamicina, sendo
menos comuns em P. aeruginosa. As AACs podem estar associadas a elementos genéticos
moveis, como integrons, transposons, plasmideos e sequéncias de insercao, o que garantem sua
disseminacdo entre diferentes espécies bacterianas, incluindo Gram-positivos e Gram-negativos
(132, 133).

As fosfotransferases sdo descritas em isolados clinicos de P. aeruginosa a mais de 30
anos, atuam adicionando um radical fosfato na posicédo 3’-OH da molécula de aminoglicosideo.
A APH (3°)-1 e II sao as predominantes, enquanto que a APH (3’)-llb é codificada
cromossomicamente e responsavel pela falta de sensibilidade a canamicina em isolados clinicos
de P. aeruginosa (134, 135).

As EMASs do tipo ANT adicionam um AMP (adenosina 3',5'-monofosfato), vindo de um
ATP, para a molécula do aminoglicosideo nas posigdes 4” ¢ 2°°. O ANT (2)-1 é o principal
responsavel pela resisténcia a gentamicina e tobramicina nos isolados clinicos de P. aeruginosa
(136).

A metilacdo do 16S rRNA, através das enzimas 16s RNA metilases surgiu como um
novo mecanismo de resisténcia. Estas enzimas atuam metilando o RNA alvo das moléculas dos
aminoglicosideos fazendo com que estes percam a sua afinidade. Este tipo de mecanismo
confere altos niveis de resisténcia a todos os aminoglicosideos, uma vez que atuam no alvo dos
aminoglicosideos. Estas enzimas foram descritas em 2003, em isolados de P. aeruginosa e K.
pneumoniae, porém ja eram descritos em Actinomicetos, conferindo uma resisténcia intrinseca
a este género (137, 138).

Ja foram descritos 10 tipos de 16S rRNA metilase: ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD,
RmtE, RmtF, RmtG, RmtH e NpmA. Em P. aeruginosa foram relatadas RmtA, RmtD e ArmA,
sendo a RmtD a mais frequente no Brasil (139, 140, 141).

1.5.3. Mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas

A resisténcia as FQs é cada vez mais comum e pode ocorrer por diferentes mecanismos,
entre eles: mutagdes no sitio alvo das FQs, resisténcia mediada por genes plasmidiais (PMQR)
e alteragdes na permeabilidade de membrana que envolvem a perda de porinas e superexpressao

de bombas de efluxo.
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1.5.3.1. Modificagdes do sitio alvo

O mecanismo mais comum de resisténcia a esta classe inclui mutagfes nos genes das
enzimas alvo das FQs, o que incluem as DNA girase (gyrA e gyrB) e topoisomerases do tipo
IV (parC e parE). Estas mutacGes ocorrem em regides especificas da sequéncia génica destas
enzimas, chamadas de Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (QRDRs). Mutacdes
nestas regides levam a alteracGes de amino&cidos na estrutura da proteina e subsequente falta
de afinidade pela droga, levando a sua resisténcia (142).

O principal alvo das FQs sdo as subunidades A da DNA girase (gene gyrA), logo,
mutacOes que levam a resisténcia sdo observadas princialmente neste gene. Apesar disto,
mutacdes no gene parC estdo associadas a altos niveis de resisténcia, mas ocorrem de forma
secundaria. Essas muta¢es pontuais no gene gyrA ocorrem nas posi¢des 83 e 87 da sequéncia
aminoacidica, levando a alteracdo de uma serina e asparagina no residuo 83, respectivamente.

A alteracdo na posicdo 87 leva a substituicdo de treonina (T) para uma isoleucina (143).

1.5.3.2. AlteracGes na permeabilidade de membrana

Assim como para outros antimicrobianos, a dupla membrana das bactérias Gram-
negativas representa uma barreira seletiva, impedindo a entrada de moléculas hidrofilicas.
Assim, para que estas moléculas entrem na célula bacteriana necessitam de proteinas de
membrana externa. Alteracfes nestas proteinas também podem afetar a entrada das FQs, assim,
quando associado a sistemas de efluxo podem gerar um fenétipo de ndo susceptibilidade.
Geralmente esses mecanismos sdo associados a outros, como mutagdes nos genes alvos (144).

Em P. aeruginosa, os quatro principais sistemas de efluxo (ABM, CDJ, EFN e XY)
apresentam afinidade para as FQs. O mecanismo de superexpressao € 0 mesmo ja descrito para

0s demais antimicrobianos (117).

1.5.3.3. Resisténcia mediada por genes plasmidiais

Este mecanismo de resisténcia foi descrito em 1990 e reportado em espécies da familia
Enterobacteriaceae. Estes genes, chamado de gnr (quinolone resistance), tém a funcéo de se
ligar a DNA girase e a topoisomerase IV e impedir a ligagdo da FQs com seu alvo, levando a
diminuicao da sua susceptibilidade. Sao descritas seis familias de genes gnr: gnrA, gnrB, gnrC,
gnrD, gnrS, e gnrVC, presentes nas familias de Enterobacteriaceae e A. baumannii, porém em
P. aeruginosa ainda néo exitem relatos (145, 146).

Além desses genes, também sido descrito que a EMA AAC(6°)-1b-cr € capaz de realizar

a acetilacdo das FQs, assim como ocorre para 0os aminoglicosideos. Sistemas de efluxo
26



plasmidiais também ja foram descritos, como QepA e OgxAB (familia MSF), que atuam como
o0s demais sistemas, porém nenhum destes mecanismos foram descritos, até 0 momento, em P.
aeruginosa (147, 148, 149, 150).

1.5.4. Mecanismos de resisténcia as polimixinas

A resisténcia as polimixinas em bactérias Gram-negativas previamente susceptiveis é
algo relativamente novo e complexo de ser estudado. A resisténcia pode ocorrer pela
modificacdo covalente do LPS, em sua maioria pela adi¢do de 4-amino-4-deiocil-arabinose (L-
AradN), que leva diminui¢do da carga negativa da membrana externa e consequente falta de
afinidade das polimixinas pelo LPS (151).

Os genes que codificam L-AradN estdo contidos em um operon chamado
arnBCADTEFpmrE. Em P. aeruginosa varios sistemas de dois componentes controlam esse
operon, incluindo os sistemas PhoPQ, PmrAB, ParRS, CprRS e ColRS. Esses sistemas podem
ser expressos em resposta ao antimicrobiano ou como resultado de mutacdes que desregulam
este sistema (152).

Em 2015, um novo mecanismo de resisténcia a colistina foi descrito em isolados de
origem animal, na China e estava presente em um plasmidio. O gene, chamado de mcr-1,
transfere um radical fosfoetanolamina para o lipidio A presente no LPS, levando a uma
alteracdo da carga negativa e consequente falta de afinidade da colistina (153).

Este gene tem sido isolado em E. coli de origem animal e associada a sequéncia de
insercdo ISApll encontrada em Pasteurella multocida, patégeno comum em animais. Ao que
tudo indica a pressao seletiva exercida pelo uso das polimixinas como promotor de crescimento
em animais levou ao surgimento deste gene. O mais preocupante € o fato deste gene ja ter sido
identificado em Gram-negativos de origem hospitalar na Suica e recentemente no Brasil (154,
155, 156).

Apesar de se conhecer espécies intrinsicamente resistentes as polimixinas e que a
resisténcia adquirida muitas vezes ocorre por processos mutacionais em genes cromossomais,
a descoberta de um plasmidio facilmente trasferivel poe em alerta toda comunidade cientifica
(157).

A tabela 1.3 resume 0s principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em P.

aeruginosa.
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Tabela 1.3.: Principais mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa.

Classe de antimicrobiano Mecanismo de resisténcia

Beta-lactamicos Beta-lactamases intrinsecas

Beta-lactdmases adquiridas

Sistemas de efluxo

Perda de porinas

Fluoroguinolonas Mudanga do sitio alvo

Sistemas de efluxo

Aminoglicosideos EMAs

Sistema de efluxo

RNA metilase 16S

Polimixinas Modificacdo do LPS

Adaptado de Meletis e Bagkeri (2013) (158).

1.6. Métodos de tipagem

Visando o monitoramento de bactérias com fenotipo de extrema resisténcia (XDR),
multirresisténcia (MDR) e resisténcia (R), técnicas que determinam o grau de similaridade e
grupos clonais intra e inter hospitalares se tornam fundamentais para determinacéo e avaliacdo
de surtos, fontes de transmissao e prevaléncia nos sistemas de salde.

Atualmente, existem diferentes metodologias para tipagem destes isolados e podem ser
divididas em metodologias moleculares e ndo moleculares. Antes da manipulacdo do DNA,
técnicas como sorotipagem, tipagem por bacteriéfagos, tipagem de bacteriocinas e MLEE
(Multilocus enzyme electrophoresis) eram utilizadas. Estas metodologias, também chamadas
de métodos fenotipicos, dividem os isolados em grandes grupos com pouca reprodutibilidade,
apresentando, assim, baixo poder discriminatorio se comparados as metodologias genotipicas
disponiveis atualmente como PCR randémicos, ribotipagem, AFLP, PFGE e MLST (159).

Métodos baseados em amplificagdo de fragmentos randdmicos de DNA podem ser
divididos em: rep-PCR (repeat-based PCR), RAPD (Random amplified polymorphic DNA), ou
ERIC-PCR (Enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence PCR).

O rep-PCR se baseia na realizagdo de um PCR com iniciadores para regides

palindrémicas repetidas no genoma bacteriano, gerando assim um padrdo de bandas a ser
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comparado. O RAPD utiliza um Unico iniciador arbitrario que amplifica regifes ao acaso,
enquanto o ERIC-PCR se baseia na amplificacdo de regides repetidas seguido de hibridizagéo
e posterior comparagdo. So técnicas Uteis para determinacdo da epidemiologia, porém
apresentam baixa reprodutibilidade (160, 161, 162).

A ribotipagem consegue diferenciar as cepas pela amplificacdo da regido espacadora
intergenica 16S-23S do RNA ribossomal. O AFLP se baseia na amplificacdo por PCR de
fragmentos de restrigdo por enzimas de restricdo, basicamente a técnica envolve a restricdo do
DNA genbmico, seguido da ligacdo de adaptadores e PCR, com analise apés a eletroforese
(163).

O método de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é uma das técnicas mais
utilizadas para esta finalidade nos dias atuais. O PFGE, basicamente, envolve o aprisionamento
do DNA em blocos de agarose, restricdo do DNA com enzimas de restricdo e posterior corrida
em eletroforese de campo pulsado. Esta metodologia permite a separacdo de grandes
fragmentos de DNA. Apesar de apresentar alta discriminacéo e alta reprodutibilidade, quando
se tenta realizar esta metodologia em diferentes laboratorios esta perde em discriminagdo e
reprodutibilidade devido aos diferentes protocolos disponiveis para sua execu¢do (164, 165).

Mais recentemente temos disponivel o Multilocus sequencing typing (MLST), que se
baseia na amplificagdo por PCR e sequenciamento de regides de genes constitutivos para a
determinacédo do alelo. O MLST para P. aeruginosa baseia-se na andlise de sete genes: acsA
(Acetyl coenzyme A synthetase), aroE (Shikimate dehydrogenase), guaA (GMP synthase), mutL
(DNA mismatch repair protein), nuoD (NADH dehydrogenase | chain C, D), ppsA
(Phosphoenolpyruvate synthase), trpE (Anthralite synthetase component I). A sequéncia de
cada um dos sete alelos de cada isolado é submetida a um banco de dados e recebe uma
numeracdo. O conjunto dos sete alelos formam uma sequéncia tipo (ST) daquela cepa. Diferente
das outras metodologias, 0 MLST leva em consideracdo determinadas regibes do genoma,
enquanto as demais exploram a diferengas entre estas regides. Outra vantagem se da na
reprodutibilidade em diferentes laboratorios, permitindo uma melhor compreensdo da

epidemiologia global (166).

1.7. Epidemiologia de P. aeruginosa

Diante das metodologias disponiveis e citadas acima, a epidemiologia das infec¢des por

P. aeruginosa se mostram multiclonal e muitas vezes indistinguiveis de isolados ambientais,

como mostrado por diferentes grupos de pesquisa. ROmling e colaboradores (1994)

identificaram que clones prevalentes em pacientes com FC também eram comuns em ambientes
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aquaticos, enquanto Rahame e colaboradores (1995) demostraram que uma cepa de P.
aeruginosa era capaz de causar infec¢cbes em modelos de animais e vegetais, a0 mesmo tempo.
Foght e seu grupo (1996) observaram que isolados de um aquifero contaminado com gasolina
eram indistinguiveis de isolados clinicos (167, 168, 169).

Com o advento do sequenciamento genémico, este se mostrou mais uma ferramenta
para analise epidemiologica. Em 2000, o seqiienciamento do genoma total de 19 amostras
provenientes da &gua e solo e do ambiente hospitalar revelou uma populagcdo ndo ligada
epidemiologicamente e com uma alta frequéncia de recombinacéo entre os isolados (170).

Utilizando RADP, Ruimy (2001) demonstrou que isolados de infecgdes sanguineas e
pneumonia em diferentes hospitais na Franca apresentavam alto grau de recombinacéo genética
ndo tendo um clone prevalente nessas infecgdes (171). Pirnay e colaboradores em 2002
utilizaram 4 técnicas epidemioldgicas para determinar a estrutura clonal de P. aeruginosa em
isolados clinicos e ambientais. O autor concluiu haver discordancia entre as metodologias, alto
grau de polimorfismo e apesar disto, o grupo conseguiu determinar alguns complexos clonais
sugerindo uma estrutura clonal epidémica para P. aeruginosa (172).

Muitos estudos apontam sua diversidade clonal como conseguéncia da aquisicao, perda
e reorganizacdo das ilhas gendmicas ao longo dos anos, além dos processos mutacionais (173).

Em 2002 o genoma da cepa P. aeruginosa PAOL foi desvendado e publicado na Nature
e estes resultados forneceram dados para o tamanho do genoma, complexidade genética e
versatilidade ecol6gica. Com um genoma de 6.3 Mbp, P. aeruginosa PAO1 levou novos rumos
para diversas areas e compreensao de sua grande diversidade. Em partes, esta espécie tem
maiores porcentagens de genes dedicados aos controles de sistemas de adaptacdo. Esta cepa é
sensivel aos antimicrobianos utilizados para tratamento das infeccGes, o que a torna um modelo
de comparacdo em diversos estudos (174).

Com essa descoberta foi possivel concluir que P. aeruginosa possui uma grande
versatilidade genética e adaptacdo, também apresenta um repertério de viruléncia e resisténcia
aos antimicrobianos formidavel, o que a torna um patégeno bacteriano preocupante nas IRAs
(174).

O aumento da resisténcia vem associado com a prevaléncia das infec¢Bes cronicas e
nosocomiais, aumentando as taxas de morbidade e mortalidade (170, 171). P. aeruginosa tem
se tornado resistente a todas as opcdes terapéuticas pelo acimulo de resisténcia a todas as
classes de antimicrobianos disponiveis, seja por mutagdes cromossomais ou pela aquisicéo de
elementos genéticos moveis, principalmente para carbapenemases de classe B e EMASs (175).

O sucesso destas infeccOes esta ligado a uma interacdo complexa entre patogenicidade,

epidemicidade e resisténcia aos antimicrobianos, essa equacdo se torna ainda mais complexa
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quando, mais recentemente, se descobriu uma regulacdo e associagdo entre 0s mecanismos de
resisténcia e viruléncia (176, 177).

Os isolados de origem hospitalar muitas vezes apresentam mutagdes nos reguladores da
beta-lactacmase AmpC, superexpressdo de sistemas de efluxo, perda ou diminuicao de porinas,
mutacOes nas DNA girase e topoisomerases, além de genes adquiridos tornando estes isolados
multirresistentes (MDR) (Resistente a mais de trés classes de antimicrobianos), extremamente
resistentes (XDR) (sensivel a apenas 2 classes de antimicrobianos) ou pan droga resistentes
(PDR) (resistente a todas as classes de antimicrobianos) (178, 179).

Com o surgimento de isolados MDR, XDR e PDR foi possivel distinguir alguns grupos
clonais prevalentes na populagéo clonal, tida como heterogenia de P. aeruginosa, entdo
chamados de clones de alto risco (180). Como mostrado em um estudo na Espanha, os isolados
sensiveis aos antimicrobianos apresentam gendtipos unicos, enquanto isolados MDR ou XDR
apresentam menor diversidade clonal (181, 182).

Com esses dados € possivel identificar algumas linhagens epidémicas de maior sucesso
no mundo, como o clone C e PA14 de pacientes com FC na Alemanha (189) e a cepa Epidémica
de Liverpool (LES) disseminada na Europa e no Canada (183, 184).

Através do MLST foi possivel observar 2336 STs diferentes em todo o mundo (acessado
em http://pubmist.org/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmist_paeruginosa_seqdef, dia
11/08/2015). STs disseminados em mais de trés paises com uma alta prevaléncia sao
considerados bem sucedidos, sob o ponto de vista epidemiolégico. Os clones C e PAl4
correspondem ao ST17 e ST253, respectivamente, o clone LES corresponde ao ST146. Outros
STs importantes no mundo incluem ST111, ST175 e ST235 (185).

Por exemplo, o0 ST175 encontrado na Espanha, Franca, Hungria e Republica Checa tem
sido associado a producao da carbapenemase do tipo VIM, superexpressdao de AmpC, perda da
OprD, superexpressdo do sistema de efluxo XY e mutacdes nas regidbes QRDRs (gyrA e parC).
Este clone muitas vezes se apresenta com perfil de resisténcia XDR devido a associagéo destes
mecanismos. O mesmo tem sido associado aos demais clones de P. aeruginosa chamados de
clones de alto risco (186).

No ST 235 a carbapenemase adquirida mais prevalente é a VIM, associada a surtos na
Alemanha e na Espanha, e a IMP no Japédo, com relatos esporadicos de KPC (classe A). O
ST111 tem sido associado a disseminacdo da VIM em diferentes paises, com relato de KPC-2
na Colémbia (187, 188).

O clone LES, ou ST146, descrito desde 1990 na Inglaterra e EscoOcia, foi mais
recentemente relatado no Canada e na Espanha, em pacientes com FC (189, 190). Além disso,

a transmissdo deste clone entre paciente com FC e pacientes em UTI também tem sido relatada.
31



Isolados obtidos de pacientes com FC geralmente apresentam fenotipo diferente e sdo mais
propensos a processos mutacionais e recombinagdo genética (191).

No Brasil, o clone SP pertencente ao ST277 é particularmente problemético. Ap6s a sua
descricdo como o clone carreador da carbapenemase SPM-1 em Sé&o Paulo, este mesmo clone
foi detectado em diferentes regides brasileiras. Isolados do ST277 produtores de SPM
apresentam fenotipo de MDR ou XDR e sdo ocasionalmente detectados em outros paises. Até
0 momento, além do Brasil este clone produtor de SPM foi detectado na Suica em 2010 e no
Reino Unido em 2016. O ST277 ja foi relatado em outros paises sem carbapenemases adquirida,
porém no Japdo e na China carreando a MBL do tipo IMP. Apesar disto, a MBL do tipo SPM
é relatada prioritariamente neste clone (106, 192, 193).

Desta forma, o isolado epidémico no Brasil produtor de uma carbapenemase associada
somente a este clone e de origem brasileira intrigou diversos grupos de pesquisas nacionais.
Diante disto, nosso grupo vem desenvolvendo trabalhos a cerca deste clone, onde foi possivel
relatar a presenca de algumas mutacOes e determinantes de resisténcia, o que inclui: presenca
da RNA metilase 16S do tipo rmtD em vérios isolados deste clone; a presenga de um integron
de classe 1 chamado In163, carreando os genes aacA4, blaoxa-se € aadA7; mutacdes e delecdes
no gene de oprD, levando a alteracdo do quadro de leitura da sequéncia de aminoacidos,
mutagOes no gene, ampD, regulador de ampC, mutagdes nos sistemas de efluxo para MexAB-
oprM, delecdo de 8 nucleotideos no mexT, regulador do sistema MexEF-oprN, mutagdo no
gyrA, todas comuns a 6 isolados pertencentes a este clone diferentes regides brasileiras e anos.

A crescente importancia da espécie P. aeruginosa nas IRAS levou a necessidade da
determinacdo dos seus padrdes de resisténcia e epidemiologia. Sabe-se que no Brasil o clone
de alto risco carreador da carbapenemase do tipo SPM ganhou grande destaque ap6s sua
descricdo, porém outros clones de destaque podem contribuir para causar IRAS. Com isso,
determinar o perfil e 0s mecanismos de resisténcia aos principais antimicrobianos ao longo dos
anos e determinar sua epidemiologia pode contribuir para o entendimento do seu papel, sua
transmisséo e comportamento ao longo dos anos. Assim, 0 presente estudo visa determinar estes

padrées ao longo de 21 anos no Rio de Janeiro.
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2.

OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a evolucdo clonal e a resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa isoladas
no estado do Rio de Janeiro ao longo de 21 anos (1995 — 2015).
2.2. Objetivos especificos
Analisar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em amostras de P. aeruginosa
isoladas no Rio de Janeiro ao longo dos anos através da técnica de Disco Difusdo em

Agar.

Detectar fenotipicamente a presenca de carbapenemases através do teste de hidrdlise -
Carba NP.

Determinar a concentragdo minima inibitdria das amostras frente ao Imipenem.

Pesquisar através da técnica de PCR apresenca dos genes de carbapenemases de classe
A (KPC e GES), classe B (IMP, VIM, NDM e SPM) e classe D (OXA-48).

Pesquisar a presenca de genes codificadores de RNA metilase, associados a resisténcia

a aminoglicosideos, através de PCR.

Pesquisar a presenca de genes gnr, associados a resisténcia a fluoroquinolonas, através
de PCR.

Investigar a presenca de mutacBes nos genes oprD, mexT e gyrA através do

sequenciamento.

Determinar o polimorfismo genético atraves de PFGE das amostras de P. aeruginosa no
periodo de 1995 a 2015.
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3. METODOLOGIA
3.1. Selegdo das amostras

Durante o periodo de 1995 & 2015 o Laboratério de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar
recebeu um total de 615 amostras de P. aeruginosa proveniente de 10 Hospitais do Rio de
Janeiro. Estas amostras fazem parte da Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem
Hospitalar — CCBH, do Instituto Oswaldo Cruz — IOC/Fiocruz, e, para uma melhor analise,
estas amostras foram divididas em quatro periodos: 1° periodo (amostras isoladas entre 1995
e 1999), 2° periodo (de 2000 a 2005), 3° periodo (de 2006 a 2010) e 4° periodo (de 2011 a
2015). O periodo de maior recebimento de amostras foi o 3° periodo, afim de equilibrar o
numero de amostras, tentamos equilibrar esta distribuicdo durante os periodos, desta forma,
realizamos uma distribuicdo equivalente entre os periodos de forma probabilistica e
aleatoria. Com isto, conseguimos recuperar no primeiro periodo 22 amostras (24,70%), o
segundo periodo 11 amostras (12,3%), o terceiro periodo 39 amostras (43,8%) e o0 quarto
periodo um total de 16 amostras (19%). Totalizando 88 amostras de P. aeruginosa (Grafico
3.1).
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0,00%

192 periodo 22 periodo 32 periodo 49 periodo

Figura 3.1: Distribuicdo dos 88 isolados de P. aeruginosa ao longo dos anos.

As 88 amostras selecionadas (Gnica amostra por paciente) eram provenientes de

diferentes sitios biologicos de pacientes atendidos em 10 hospitais do Rio de Janeiro (H1-H10).

Os isolados foram provenientes da corrente sanguinea (31,8%, n=28), sistema respiratdrio

inferior (18,2%, n=16), secrecdes diversas (12,5%, n=11), urina (7,9%, n=7), ponta de cateter
(6,8%, n=6), swabs de vigilancia (5,7%, n=5), liquor (2,3%, n=2) e fezes (1,1%, n=1). O sitio

bioldgico de 13,6% (n=12) dos isolados ndo foi informado (tabela 3.1).
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Tabela 3.1: Distribuicdo dos 88 isolados de P. aeruginosa de acordo com o hospital de
origem, sitio de isolamento e periodo.

Perfodo Hospital ~ Numero de Amostra bioldgica (n)
amostras (%)
1° (1995- H4 11 (12,5%) Secrecoes diversas (5); fezes (1): Sangue (1). Sistema respiratorio
1999) inferior (1): swab de vigilancia (1): ND (2).
H6 11 (12.5%) Sangue e ponta de cateter (4): ND (7).
2°(2000- H5 7(7.9%) Sistema respiratorio inferior (2): Urina (2): Secregdes diversas (1):
20053) Sangue e cateter (1) Swab de vigilancia (1).
He 3 (3.4%) Sangue e cateter (1): ND (2).
H9 1(1.1%) Sistema respiratorio inferior (1).
3°(2006- H10 16 (18,18%)  Secrecoes diversas (3): Sangue e cateter (8): Sistema respiratorio inferior
2010) (4): Urina (1).
H2 3 (3.4%) Sangue e cateter (1): Sistema respiratorio inferior (1): ND (1).
H5 9 (10,2%) Sangue e cateter (4): Sistema respiratorio inferior (3); Swab de vigilancia
(1) Urina (1).
H7 1(1.1%) Sangue (1).
H9 10 (11.4%) Liguor (2): Sangue e cateter (6); Sistema respiratorio inferior (1); Urina
(D).
4°(2011- Hl 1(1.1%) Sistema respiratorio inferior (1).
2015)
H2 2(2.2%) Sistema respiratorio inferior (1): Urina (1).
H3 1(1.1%) Sangue (1).
H5 11 (12.5%) Secrecdes diversas (2): Sangue e ponta de cateter (6): Sistema
respiratorio inferior (1): Swab de vigilancia (2).
H8 1(1.1%) Urina (1).

3.2. Determinacédo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

3.2.1. Disco difusdo em agar

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado para todas as 88 amostras

de P. aeruginosa pelo método de disco difusdo em agar seguindo os critérios do CLSI 2015.

A partir de cultura recente (18-24 horas) em agar nutriente (Oxoid, Hampshire, Reino

Unido) foram selecionadas 1 a 2 col6nias para turvacdo em solucdo de salina fisioldgica a 0,5

na escala de MacFarland. Esta suspensao foi semeada em toda a superficie do meio Mueller

Hinton Agar (MHA,; Oxoid), com auxilio de swab estéril, para obtencdo de crescimento semi-

confluente. Com no méaximo 15 minutos, foram aplicados os discos de antimicrobianos (Oxoid),

mantendo-se um espago de, no minimo, 2,5 cm entre eles. Foram utilizados os discos de

amicacina (30 ug), gentamicina (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 ug), doripenem (10

ug), ceftazidima (30 pg), cefepime (30 pg), ticarcilina + acido clavulanico (75/10 pg),

piperacilina + tazobactam (100/10 pg), aztreonam (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), levofloxacina

(5 ng), colistina (10 ug) e polimixina B (300 units).
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Apbs aplicacdo dos discos, as placas foram incubadas em estufa a 35°C +- 2°C, em
aerobiose por 16-18h e ap0s esse periodo, foram avaliados os didmetros dos halos de inibicao
para cada antimicrobiano e o perfil de susceptibilidade determinado de acordo com o CLSI
2015. Como controles do teste foram utilizadas as amostras P. aeruginosa ATCC 27853 e E.
coli ATCC 35218.

3.2.2. Determinacdo da concentragao inibitdria minima para o imipenem

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima foi realizada atraves de Etest®
(Biomeérieux, Marcy-I’Eloile - Franca), para o imipenem, de acordo com o0s critérios
interpretativos estabelecidos pelo CLSI 2015. Todas as 88 amostras foram submetidas a esta
metodologia.

A metodologia executada é similar a do disco difusdo em agar Mueller Hinton, contudo, aqui
se usa tiras impregnadas contendo um gradiente de concentracdo de cada antimicrobiano,
permitindo assim obter a concentragdo inibitéria minima para cada droga dentro das
concentragdes obtidas. Para o imipenem a fita contém um gradiente de concentracao que vai de

0,02 a 32 ug/mL. Como controle do teste foi utilizada a amostra P. aeruginosa ATCC 27853.

3.2.3. Anélise do perfil de multirresisténcia

Com base nos resultados obtidos no teste de disco difuséo, o perfil de multirresisténcia
foi definido de acordo com os critérios de Magiorakos e colaboradores (2011) (179). Para isso
0s agentes antimicrobianos foram classificados em 7 categorias: carbapenemas (imipenem,
meropenem e doripenem), cefalosporinas (ceftazidima e cefepime), penicilinas + inibidores de
beta-lactamases (ticarcilina + acido clavulanico e Piperacilina+Tazobactam), monobactamicos
(aztreonam), aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), fluorogquinolonas (ciprofloxacina e
levofloxacina) e polimixinas (polimixina B e colistina).

Para a determinacdo do perfil de multirresisténcia, os isolados que apresentaram
resisténcia plena ou intermediaria foram agrupados como ndo susceptiveis. Os termos
Resistente (R) foram utilizados para os isolados que apresentaram néo susceptibilidade a pelo
menos um antimicrobiano de 1 ou 2 categorias; Multirresistente (MDR) para aqueles que
apresentaram ndo susceptibilidade a pelo menos um antimicrobiano de 3 ou 4 categorias;
Extensivamente resistente (XDR) para os isolados sensiveis a apenas 1 ou 2 categorias testadas
e; Pan Resistente (PDR) para isolados ndo susceptiveis a antimicrobianos representantes de

todas as categorias testadas.
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3.3. Detecgdo colorimétrica da hidrolise do imipenem- Carba NP

Todos os isolados que apresentaram resisténcia ao imipenem foram submetidos a esta
metodologia (194). O teste foi realizado de acordo com CLSI 2015 com algumas modificacdes.
Foi adicionado o inibidor EDTA conforme descrito por Dortet e colaboradores (2012)
modificado a extracdo das proteinas. Ao invés de usarmos o tampéo comercial de extracdo de
proteinas bacterianas, a extracdo foi realizada por sonicagdo utilizando Tris HCI (pH 7,4)
preparado em nosso laboratdrio.

O teste é utilizado para deteccdo da producdo de carbapenemases pela hidrolise do anel
beta-lactamico do imipenem. Para tal, foi preparado um estoque da solu¢do mae contendo 2 ml
de vermelho de fenol & 0,5% em 16,6ml de agua ultrapurificada, adicionado 180 pl de sulfato
de zinco a 10 mM e o pH ajustado para 7,8 usando solucao de 0,1 N NaOH ou HCI 10%.

A solucdo mae foi utilizada para preparar as trés condi¢6es do teste, chamados de A, B e
C. A condigéo A contendo 3 ml da solugdo mée, condigdo B contendo 3 ml da solugdo mae
mais 0,018 g de sal de imipenem com cilastatina (Tienam ® Merck, Elkto, EUA) e solugéo B
contendo 2820 ul da solucdo mée e 180 ul de EDTA (100 mM) mais 0,018 g de sal de imipenem
com cilastatina. As solucdes foram distribuidas em placa de poliestireno de 96 pocos. Cada
amostra foi testada sobre as 3 solucdes (A, B e C). Para tal, foram distribuidos 100 ul de cada
solucdo em uma coluna da microplaca.

A extracdo bacteriana também sofreu alteracBes, onde, em crescimento recente em agar
Nutriente (Oxoid). Aproximadamente trés alcadas de cada amostra foram suspensas em 500 pl
de Tris HCI (20 Mm) em microtubos de 1,5 mL, homogeneizados em vortex e submetidos a
sonicacdo por 30 minutos seguidos. Apds o tempo, caso necessario, os isolados foram
armazenados em gelo. Apoés a extracdo, 30 ul de cada isolado foi adicionada em um poco de
cada solucdo (A, B e C). A microplaca foi incubada a 35°C +- 2°C por 2 horas.

A interpretacdo seguiu da seguinte forma: Para solugdo A: Todos os tubos deviam estar
vermelhos. Caso estivessem de outra cor o teste era invalidado; para solucéo B e C: Se vermelho
em ambas, a amostra foi considerada ndo produtora de carbapenemase. Se laranja claro, amarelo
ou amarelo escuro somente na solugdo B, a amostra foi considerada produtora de
carbapenemase do tipo metalo-beta-lactamase. Se laranja claro, amarelo ou amarelo escuro na
solucdo B e C, a amostra foi considerada produtora de serino-carbapenemase (Figura 3.2).
Como controle do teste foram utilizadas a amostra CCBH 4640 (K. pneumoniae produtora de
KPC-2), CCBH 20303 (K. pneumoniae produtora de NDM-1), CCBH 14822 (K. pneumoniae
produtora de OXA-370) e a E. coli ATCC 25922 como controle negativo.
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Figura 3.2: Fluxograma da metodologia do CARBA NP.
Legenda: 1 — Amostra positiva para KPC; 2 — Amostra positiva para NDM; 3- amostra positiva
para OXA-48; 4 — Amostra negativa para carbapenemases.
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3.4. Deteccdo dos determinantes de resisténcia pela técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR)

3.4.1. Extracdo de DNA pelo método de sonicacéo

O DNA das 88 amostras de P. aeruginosa foram extraidos por sonica¢do, método
mecanico. Em crescimento recente em agar MH (MHA; Oxoid) foi retirada uma alca
bacterioldgica e transferida para tubos tipo eppendorf contendo 500 pl de &4gua ultrapurificada,
homogeneizados e submetidos a sonicacdo em cuba de ultra-som (Critéfoli, Parand, Brasil)
duas vezes por 30 segundos com intervalo de 10 segundos. O material lisado foi submetido a

centrifugacdo (16000 x g por 10 minutos) e armazenado em gelo até sua utilizacao.

3.4.2. Deteccéo de carbapenemases por PCR

Os genes codificadores de carbapenemases foram detectados por PCR através de uma
reacdo multiplex para quatro genes e trés reacdes simples para todas as amostras (n=88).

O PCR multiplex foi realizado para a deteccdo dos genes codificadores das
carbapenemases de classe A (blakpc € blaces), classe B (blanom) e classe D (blaoxa-4s) de
acordo com Monteiro e colaboradores (2012) (195). Enquanto que as reacdes simples foram

realizadas para detec¢do dos genes de classe B, blaive, blavim e blaspm (196, 197, 198).

A reacdo do tipo multiplex foi preparada contendo 2 pl de DNA cromossdmico, 8,5 ul
de 4dgua Milli-Q, 0,25 ul (20 pmoles) de cada primer e 12,5 pl do JumpStart™ REDTaq®
ReadyMix™ Reaction Mix (Sigma), totalizando um volume final de 25 pl. Os iniciadores para

os genes utilizados nesta reagdo e as condicdes da reagdo se encontram na tabela 3.2.
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Tabela 3.2.: Iniciadores especificos utilizados para a detec¢do de carbapenemases na reacao

multiplex e condi¢des de reagdo.

Gene Iniciadores Produto (pb) Condigoes da reagao
blaxpc F- CGGTTACGGCCAGTGGGAATA 1011
R-GACGCAGACCGAATCGAACT Desnatura(}éo inicial: 94°C

blaxow - GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 755 por 5 minutos, 30 ciclos:

desnaturacao (94°C por 1

R- CGGAATGGCTCATCACGATC minuto, anelamento (50°C/ 1

blaoxa4s F- GCTTGATCGCCCTCGATT 608

minuto), extensdo (72°C por

1 minuto), extensdo final

R-GATTTGCTCCGTGGCCGAAA (72°C por 5 minutos)

blaces F- ATGCGCTTCATTCACGCAC 856

R- TCCGTGCTCAGGATGAGTTG

Para as reagdes unicas, a mistura da PCR foi preparada em um volume final de 25 pl,
contendo 2 pl de DNA cromossomico, 9 pl de agua Milli-Q, 0,75 pl (20 pmoles) de cada primer
e 12,5 ul do JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix (Sigma). As condi¢des e

iniciadores se encontram na tabala 3.3.
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Tabela 3.3: Iniciadores especificos utilizados para a deteccdo de carbapenemases na reacao

simplex e condi¢des de reagao.

Gene Iniciadores Produto Condi¢des da reagdo
(pb)
blaspm-1 F- CCTACAATCTAACGGCGACC Desnaturagdo inicial: 95°C / 5 min
R- TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 29 ciclos: desnaturagdo (95°C / 1
649 min), anelamento (56°C /1 min) e
blamp F- CTACCGCAGCAGAGTCTTTG extensdo (72°C / 1 min) extensdo
R- AACCAGTTTTGCCTTACCAT final (72°C/ 1 min)
586
Desnaturagao inicial: 94°C / 5 min
F- AGTGGTGAGTATCCGACAG )
30 ciclos: desnaturagdo (94°C /1
blavmv R-ATGAAAGTGCGTGGAGAC 260 min), anelamento (50°C /1 min) e

extensdo (72°C / 15 seg) extensdo

final (72°C / 5 min)

rmtC, rmtD e npmA) nas amostras de P. aeruginosa foram realizadas via PCR em reagdes

simplex para cada gene para todas as amostras resistentes a pelo menos um dos

3.4.3. Deteccédo de genes de resisténcia aos aminoglicosideos

aminoglicosideos testados.

Mix (Sigma), em um volume total de 25 pl. As condi¢des de reagdo 94°C por 3 minutos, seguido
de 34 ciclos: 1 minuto a 94°C para desnaturag@o, 1 minuto para temperatura de anelamento e 1

minuto a 72°C para extensdo, seguidos de uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. Os

iniciadores forma previamente descrito (tabela 3.4).
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A deteccdo dos genes codificadores das enzimas RNA metilases (armA, rmtA, rmtB,

A mistura da PCR foi composta por 2 pl de DNA cromossdmico, 9 ul de agua Milli-Q,
0,75 ul (20 pmoles) de cada primer e 12,5 pl do JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction



Tabela 3.4: Iniciadores especificos utilizados para a deteccdo dos genes de resisténcia aos

aminoglicosideos, temperatura de anelamento e referéncia.

P t T t
Gene Iniciadores roduto emperatura de Referéncia
(pb) anelamento
F- TATGGGGGTCTTACTATTCTGCCTAT
armA 513 pb
R- TCTTCCATTCCCTTCTCCTTT
F- CTAGCGTCCATCCTTTCCTC
rmtA 634 pb
R- TTTGCTTCCATGCCCTTGCC
F-TCAACGATGCCCTCACCTC 199
rmtB 439 pb
R- GCAGGGCAAAGGTAAAATCC
F- GCCAAAGTACTCACAAGTGG 45°C
rmtC 751 pb
R- CTCAGATCTGACCCAACAAG
F- CAGCGAACTGAAGGAAAAAC
npmA 640 pb
R- GAAACATGGCCAGAAACTC
F- CAGCGAACTGAAGGAAAAAC
rmtD 729 pb 200

R- CAGCACGTAAAACAGCTC

Como controle do teste foram utilizadas as amostras CCBH 14393 (K. pneumoniae
produtora de rmtB), CCBH 4851 (P aeruginosa produtora de rmtD), CCBH 8543 (K.
pneumoniae produtora de armA), CCBH 6626 (K. pneumoniae produtora de rmt4), CCBH 6941
(K. pneumoniae produtora de rmtC), CCBH 8494 (K. pneumoniae produtora de npmA) e ATCC

25922 (E. coli como controle negativo).

Os genes adquiridos que codificam resisténcia as fluoroquinolonas foram detectados
pela PCR nas amostras que apresentaram resisténcia a pelo menos uma das fluoroguinolonas
testadas. Os seguintes genes foram pesquisados: gnrA (201), gnrB (201), gnrC (202) e gnrS
(201), utilizando a reagdo contendo 2 pl de DNA cromossémico, 9 ul de dgua Milli-Q, 0,75 ul
(20 pmoles) de cada primer e 12,5 pul do JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix
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(Sigma), totalizando 25 pl na reacdo final, em reacBes simplex para cada gene pesquisado.

Condic0es e iniciadores utilizados se encontram na tabela 3.5.

Tabela 3.5: Iniciadores, tamanho do produto e referéncia para detec¢do de genes de resisténcia

as fluoroquinolonas pesquisadas.

Produto )
Gene alvo Sequencia do iniciador (5 — 3°) (ob) Referéncias
p
F: AGAGGATTTCTCACGCCAGG Desnaturagdo inicial: 94°C por 5
gqnrd 580 pb . Lo ~
R- TGCCAGGCACAGATCTTGAC minutos, 30 ciclos: desnaturagdo
(94°C por 1 minuto, anelamento
B F: MATHGAAATT ACT 264 pb

anr GG G COCCACTGC P (54°C/ 1 minuto), extensdo (72°C
R: TTTGCYGYYCGCCAGTCGAAC por 1 minuto), extensdo final (72°C

gnrS F: GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428 pb  Por 5 minutos).

R: TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

Desnaturagdo inicial: 94°C por 5
F: GGGTTGTACATTTATTGAATC minutos, 30 ciclos: desnaturagdo
qnrC 447 pb (94°C por 1 minuto, anelamento
(48°C/ 1 minuto), extensdo (72°C
R: TCCACTTTACGAGGTTCT por 1 minuto), extensdo final (72°C

por 5 minutos).

Como controle do teste foram utilizadas as amostras CCBH 8340 (K. pneumoniae
produtora de gnrB), CCBH 16302 (K. pneumoniae produtora de gnrS), CCBH 8012 (K.
pneuminiae produtora de gnr4) e ATCC 25922 (E. coli como controle negativo).

3.4.5. Corrida eletroforética

Apos as reacoes de PCR, a visualizacao dos produtos amplificados foi realizada através
de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 1,5% em TBE 0,4X (EDTA 0,5M pH 8,0; Tris
1M pH 8,0; Acido Boérico 0,035 M). A eletroforese foi realizada com tampao de corrida TBE
0,4X sob uma corrente de 130 Volts. Apos a corrida, os géis foram corados com brometo de
etidio (0,5g/L), observados e fotografados sob luz ultravioleta em equipamento LPixEX-

Loccus biotecnologia.
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3.5. Identificacdo da variante alélica da oprD, mexT e gyrA

Para a avaliagdo de mutagdes nos genes cromossomais associados a resisténcia aos
carbapenemas e fluoroquinolonas foram realizadas PCR para o gene oprD, codificador da
porina OprD, o gene mexT, regulador positivo da bomba de efluxo MexEF-OprN e o gene gyrd
codificador da subunidade A da enzima DNA girase. Os iniciadores para oprD e mexT foram

desenhados neste estudo, enquanto o gyr4 segundo Bej e colaboradores (1991) (203).

3.5.1. Reacdo de PCR

A mistura da PCR para cada um dos 3 genes foi preparada em um volume final de 25
ul, contendo 2 pl de DNA cromossémico (extraido conforme topico 3.4.1.), 9 ul de dgua Milli-
Q, 0,75 ul (20 pmoles) de cada iniciador e 12,5 pl do JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™
Reaction Mix (Sigma). Os iniciadores e condigdes encontram-se na tabela abaixo. A reacdo foi
submetida a eletroforese parar visualizagdo dos fragmentos amplificados.

Tabela 3.6: Iniciadores, tamanho do produto e condi¢des de reacBes para o0 PCR de cada gene.

Gene Sequencia do iniciador (5°— 3°) Produto (pb) Condig¢oes da reagdo

oprD Desnaturagdo inicial: 94°C por
5  minutos, 30 ciclos:
603 - GGGGTTCATCGAAGACAGCA desnaturagio  (94°C por 1

1718 pb minuto, anelamento (61°C/ 1

minuto), extensdo (72°C por 1

2321- GAGGAGTCAGCAGGCAATG minuto), extensdo final (72°C

por 5 minutos).

mexT Desnaturagdo inicial: 94°C por

5  minutos, 30 ciclos:
F - CGATCGCCTGGACACGCACC desnaturagio  (94°C por 1

R - GCGCGCGATCGATTTTCCCG 1311 pb minuto, anelamento (62°C/ 1

minuto), extensdo (72°C por 1
minuto), extensdo final (72°C

por 5 minutos).

grA 1 - TGTCCGAGATGGCCTGAAGC Desnaturagdo inicial: 95°C por
5 minutos; 95°C por 1 minuto;

470 pb
2 - TGCCGTCATAGTTATCAAGA 55°C por 1 minuto; 72°C por 1

minuto; 72° por 5 minutos
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3.5.2. Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados através do kit GE Healthcare illustra. GFX PCR
DNA and Gel“GfX PCR DNA Purification Kit” (GE Healthcare). Para o sequenciamento, 0S
iniciadores utilizados foram os mesmos usados para a reacdo de amplificacdo, exceto para o
gene oprD, onde foram utilizados iniciadores internos a fim de se aumentar a eficacia do

sequenciamento (Tabela 3.7; Figura 3.3).

Tabela 3.7: Iniciadores internos utilizados para o sequenciamento da porina oprD.

Gene Iniciadores internos para sequenciamento

oprD 1891 - CGTTGCCGCCAAGAAGAAAA

1054 - GCCGACCACCGTCAAATCG

OprD 1332 pb

500 pb 500 pb
Primer 3
1056
Pri 1
Primer 4 Primer 2 Zggnler
603 1874
1290 pb
1265 pb

Produto do PCR 1718pb

Figura 3.3: Esquema do desenho dos iniciadores para amplificacdo e sequenciamento da oprD.
Linhas pretas simbolizam o inicio e o final do gene de oprD (1332 pb); iniciador (primer 4)
603 no sentido 5°-3” na posicdo 603 pb do gene e iniciador (primer 1) 2321 sentido 3°-5’ na
posicdo 1821 pb apos o gene foram usados para amplificacdo do gene. Os iniciadores, primer

3 e 2, foram usados no sequenciamento no sentido 5°-3” e 3°-5°, respectivamente.
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Os produtos purificados foram sequenciados no Sequenciador 3730 DNA Analyser
(Applied Biosystems), na Plataforma de Sequenciamento DNA- PDTIS do Laboratério de
Sequenciamento e Bioinformatica do 10C- FIOCRUZ. A reagdo foi realizada utilizando
BigDye (Applied Biosystems - PN.:4336917- kit de 100 r¢s) e 150ul de tampao de
sequenciamento 5x (Applied Biosystems — PN:4336699).

A andlise da qualidade das sequéncias obtidas foi realizada com auxilio do software
Phred (versdo 19.0), onde somente as sequéncias que obtiveram escore > 20 foram
individualmente analisadas. Para a analise da composicdo das sequéncias obtidas, foram
utilizados inicialmente os softwares Bioedit (versdo 7.0.5.3) e Mega (versdo 4.0.2).

Para determinacdo das mutagOes, os alelos foram comparados com o alelo da cepa
sensivel de P. aeruginosa PAO1 (GCA_000006765.1) utilizando o software Geneious, versao
6.1.7. (Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand).

3.6. Anélise do polimorfismo genético através de PFGE.

A andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico das amostras 88 amostras
de P. aeruginosa foi realizada segundo Ribot e colaboradores (2006) (204).

As amostras foram semeadas em tubos com agar nutriente (Oxoid) e incubados a 35°C+
-2°C por 24 horas para crescimento bacteriano. Ap0s a incubacao, foi preparada uma suspensao
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 MacFarland. 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 suspenséo de células, 200 pL de
agarose contendo SDS (0,1 g de agarose (Seakem Gold®), 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,
0s mesmos foram transferidos para tubos Falcon contendo 2 mL de Solugéo de Lise (Trisma
base 1,0M pH 8,0/ EDTA 0,5M ph8,0/ N-Lauril sarcosil 10%/ Agua Milli Q (q.s.p) e 5 uL de
proteinase K (50 mg/ pL - Sigma) e incubados a 50°C por 2 horas. Apos a incubacao, os blocos
foram lavados 3 vezes com 10 mL de agua MilliQ a £50°C por 15 minutos e uma vez com 7
mL de Tampéao TE a £50°C por 15 minutos. Apos as lavagens, os blocos foram armazenados
em 2 mL de TE na geladeira.

Um terco de um plug foi cortado e transferido para um microtubo tipo eppendorf contendo
solugéo tampao da enzima de restricdo Spel (Fastdigest — Fermentas por Thermo Scientific) (90

ML de agua esterilizada e 10 pL de solucdo tampéo da enzima) e incubadas em geladeira por 30
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minutos. Posteriormente, os blocos foram tratados com o mix contendo a enzima de restricao
Spel (5 pL de solucdo tampdo da enzima, 0,5 pL da enzima e 44,5 pL de 4gua MilliQ) por 3
horas a 37°C. Os fragmentos de restricdo foram separados em gel de agarose 1,1% (Seakem
Gold®), preparado em TBE 0,4X, através de eletroforese de campo pulsado, utilizando o
sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad, Richmond, 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. Foi utilizado como marcados molecular o Lambda Ladder PFG Marker
(50 ug/mL - New England BioLabs, Ipswich, MA).

Apobs as corridas eletroforéticas, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5¢/L),
visualizados sob luz UV e fotografados, utilizando-se ferramenta de fotodocumentacéo
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 otimizacéo e tolerancia de 1,5%. O percentual de similaridade usado foi acima
de 80% para que as amostras pertencessem ao mesmo grupo clonal.

47



4. RESULTADOS

4.1. Determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Através do teste de disco difusdo em agar foi possivel observar que as maiores taxas de
susceptibilidade foram para polimixina B e colistina (100%) e a maior taxa da ndo
susceptibilidade (agrupando os resultados de resisténcia plena e intermediéria) foi para
ticarcilina + &cido clavulanico (93,2%; n= 82). Para os demais antimicrobianos testados as taxas

de ndo susceptibilidade variaram de 27 a 60% (Figura 4.1).
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M Resistente M Intermedidario M Sensivel

Figura 4.1: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 88 amostras de P. aeruginosa
isoladas no Rio de Janeiro no periodo de 1995-2015 incluidas no estudo.

Legenda: AKN — Amicacina; ATM — Aztreonam; TIM — Ticarcilina/Acido clavulanico; TZP —
Piperacilina/Tazobactam; CAZ — Ceftazidima; FEP — Cefepime; CIP — Ciprofloxacina; IMP —
Imipenem; MER - Meropenem; DOR - Doripenem; GM - Gentamicina; LVX -

Levofloxacina.

4.2.  Analise de perfil de multirresisténcia

Para considerar a amostra como multirresistente utilizamos o critério proposto por
Magiorakos e colaboradores (2011). Diante desta classificacdo proposta, 28,4% das amostras
foram agrupadas no perfil de XDR (n=25), 31,8% (n=28) foram classificadas como MDR;
34,8% como Resistentes (n=31) e 4,5% (n=4) foram Sensiveis a todas as categorias testadas.

Das amostras com fendtipo XDR, 17 apresentaram suceptibilidade apenas as

polimixinas e 8 amostras apresentaram susceptibilidade as polimixinas e mais uma outra
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categoria de antimicrobianos testados (aminoglicosideos — n=3; cefalosporinas — n=3;
fluoroquinolonas — n=1; carbapenemas — n=1).

Os perfis MDR prevalentes foram os de susceptibilidade aos carbapenemas,
cefalosporinas e polimixinas (n=5) e susceptibilidade aos aminoglicosideos, carbapenemas,
fluoroquinolonas e polimixinas (n=10). Enquanto que a maioria das amostras classificadas
como resistentes foram ndo susceptiveis apenas as penicilinas + inibidores de beta-lactamases
(n=23).
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Tabela 4.1: Perfil de resisténcia das 88 amostras de P. aeruginosa isoladas no Rio de Janeiro
no periodo de 1995-2015.

Perfil N° de Categorias ndo susceptiveis Total de
categorias amostras
XDR 6 Pen + inib/Cefalosp/ Monobact/Carbap/Aminogl/Fluoroq 17
XDR 5 Pen + inib/Cefalosp/Monobact/Carbap/Fluoroq 3
XDR 5 Pen + inib/Monobact/Carbap/Aminogl/Fluoroq 3
XDR 5 Pen + inib/Cefalosp/Monobact/Aminogl/Fluorog 1
XDR 5 Pen + inib/Cefalosp/Monobact/Carbap/Aminog| 1
MDR 4 Pen + inib/ Monobact/Aminogl/Fluoroq 5
MDR 4 Pen + inib/ Cefalosp/Monobact/Fluoroq 1
MDR 4 Pen + inib/ Monobact/Carbap/Aminogl 1
MDR 4 Pen+ inib/Cefalosp/Monobact/Carbap 1
MDR 4 Pen + inib/Cefalosp/Carbap/Aminogl 1
MDR 3 Pen + inib/Cefalosp/Monobact 10
MDR 3 Pen + inib/Monobact/Carbap 2
MDR 3 Pen + inib/Carbap/Aminogl| 2
MDR 3 Pen + inib/Monobact/Aminogl 1
MDR 3 Pen + inib/Cefalosp/Carbap 1
MDR 3 Pen + inib/Cefalosp/Aminogl 1
MDR 3 Pen + inib/Monobact/ Fluoroq 1
MDR 3 Pen + inib/Monobact/Carbap 1
R 2 Pen + inib/Aminogl| 2
R 2 Pen + inib/Monobact 2
R 2 Pen + inib/Carbap 2
R 2 Pen + inib/Fluoroq 1
R 1 Pen + inib 23
R 1 Carbap 1
S 0 - 4

Legenda: XDR - Extensivamente resistente; MDR — Multirresistente; R — Resistente; S — Sensivel; Pen + inib

— Penicilinas + inibidores; Cefalosp — Cefalosporina; Monobact — Monobactamicos; Carbap —

Carbapenemas; Aminogl — Aminoglicosideos; Fluoroq — Fluoroquinolonas.
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Nossos resultados mostraram que houve aumento da resisténcia aos antimicrobianos ao
longo dos anos, com significativo aumento do nimero de amostras XDR de 1995 para 2015.
Durante o primeiro periodo (1995-1999), das 22 amostras, 9% foram sensiveis aos
antimicrobianos testados (n=2), 36,4% resistentes a uma ou duas categorias de antimicrobianos
(n=8) e 54,5% foram classificadas como MDR (n=12). No segundo periodo (2000-2005) foram
recuperados 11 isolados onde 45,5% foram resistentes a uma ou duas categorias de
antimicrobianos testados (n=5), 36,4% foram classificadas como MDR (n=4) e 18,2% como
XDR (n=2). Durante o terceiro periodo do estudo (2006-2010), 5,1% foram sensiveis (n=2),
46,2% classificadas como resistente (n=18), 23,1% como MDR (n=9) e 25,6% como XDR
(n=10). No quarto periodo (2011-2015), 18,75% (n=3) das amostras foram consideradas MDR
e 81,25% XDR (n=13) (Gréfico 4.2).
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Figura 4.2: Evolucédo do perfil de resisténcia ao longo dos 4 periodos estudados.

Analisando individualmente cada classe de antimicrobiano observamos um aumento
crescente da resisténcia plena ou intermediaria a todas as categorias testadas, exceto para
penicilinas + inibidores de beta-lactamases e polimixinas. O aumento foi bastante expressivo
para os carbapenemas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Para os carbapenemas, a taxa de
ndo susceptibilidade no 1° periodo do estudo foi de 4,5%, no 2° periodo de 18,1%, 3° periodo
de 43,6%, chegando a 100% no Gltimo periodo. Para as aminoglicosideos, a taxa de ndo
susceptibilidade passou de 4,5% no 1° periodo para 76,4% no 4° periodo. E para as
fluoguinolonas as taxas passaram de 4,5% no 1° periodo para 70,5% no ultimo periodo. (Grafico
4.3).
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Figura 4.3: Evolucéo da resisténcia as classes de antimicrobianos testados nas amostras de P.
aeruginosa isoladas ao longo dos 21 anos no Rio de Janeiro.

4.3.

Determinacéo da concentracao inibitoria minima do imipenem

A concentra¢do minima inibitoria (CIM) do imipenem foi realizada pela tecnica de Etest

para todos os isolados, tendo boa correlagdo com a disco difuséo (96,5%). As CIM variaram de
0,5 a>32pg/mL com ClMso de 2pug/mL e ClIMgo de > 32 pg/mL (Grafico 4.4).
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Figura 4.4: Concentracdo inibitéria minima de imipenem das 88 amostras de P. aeruginosa

incluidas no estudo.

A CIM do imipenem foi crescente ao longo dos anos. No 1° periodo de estudo, a maioria
das amostras (76,1%) apresentaram CIM = 1,5 pug/ml (CIMso =1,5 pg/ml), no 2° periodo, 54,5%
das amostras apresentaram CIM = 2,0 pg/ml com CIMso = 2,0 pg/ml, no 3° periodo houve uma
maior varia¢ao de CIM, porém 33,3% das amostras apresentaram CIM > 32 pug/ml (CIMsp > 32
pg/ml) e no 4° periodo mais de 76,4% tiveram CIM >32 pg/ml (CIMsg > 32 ug/ml) (Grafico
4.5).
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Figura 4.5: Evolucao da CIM frente ao imipenem para as 88 amostras de P. aeruginosa ao longo
de 21 anos de estudo no Rio de Janeiro.
Legenda: Em vermelho as CIM consideradas resistentes.

4.4, Detecgdo colorimétrica da hidrolise do imipenem — Carba NP

A deteccdo fenotipica da hidrolise do imipenem foi realizada para todas as amostras
resistentes a pelo menos um dos carbapenemas testados (Imipenem, meropenem e doripenem)
através do teste de disco difusdo, totalizando 36 (40,9%) amostras testadas.

Das 36 amostras testadas, 28 (77,8%) ndo apresentaram hidrélise do imipenem pelo
teste colorimétrico — Carba NP, enquanto 8 amostras (22,2%) apresentaram positividade no
teste. Dentre as amostras positivas no teste de hidrolise do imipenem, 3 apresentaram inibicdo
da hidrolise na presenca do EDTA, sugestivo de MBL e 5 amostras foram sugestivas da

presenca de serino carbapenemases, pois ndo houve inibigdo da hidrdlise na presenca do EDTA.
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4.5. Deteccao dos genes codificadores de carbapenemases

Todos as 88 amostras foram submetidas a deteccdo molecular via PCR dos genes
codificadores de carbapenemases. O gene blakpc foi detectado em 5 amostras (5,7%), e 0 gene
blaspm em 3 amostras (3,4%). Nao houve deteccéo de outras carbapenemases testadas.

N&o foi detectado nenhum gene de carbapenemase em amostras sensiveis aos
carbapenemas. As amostras positivas para blakec € blaspm apresentaram perfil de resisténcia
aos trés carbapenemas testados e CIM >32 pug/mL para o imipenem. As amostras positivas para
blakpc foram isoladas no ano de 2015 (4° periodo de estudo), oriundas de dois hospitais, uma
isolada no hospital H1 e quatro no hospital H5. O gene blaspm foi detectado apenas no hospital
H5 nos anos de 2007, 2008 e 2010 (3° periodo de estudo).

4.6. Correlacdo entre os testes fenotipicos e genotipicos para detec¢do de

carbapenemases

Das 36 amostras testadas, oito foram positivas para algum gene de carbapenemase
testados. As amostras positivas para blakpc e blaspm foram corretamente detectadas no teste de
hidrdlise Carba NP. As amostras positivas para blaxec foram identificadas como produtoras de
serino carbapenemases e as positivas para blaspm foram sugestivas de MBL pelo teste de
hidrolise.

Dentre os isolados negativos no teste Carba NP e sem deteccdo de carbapenemase
(n=28) a CIM para o imipenem variou de 0,5 a > 32 pg/mL sendo que a maioria (71,5%)
apresentou CIM > 32 pg/mL (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2: Associagdo entre os fenotipos de resisténcia e deteccdo de carbapenemases através
do teste de hidrolise e PCR.

Genes de CIM para imipenem Teste de hidrolise
Carbapenemase (ng/mL) Sem EDTA Com EDTA
blaspm (nN=3) >32 Pos Neg
blakpc (N=5) >32 Pos Pos
Negativas (n=28) 232 (n=20); Neg Neg
16 (n=2);
6 (n=1);
<4 (n=5)

4.7. Deteccdo de genes de resisténcia aos aminoglicosideos

A deteccdo dos genes de resisténcia aos aminoglicosideos foi realizada nas amostras que
apresentaram resisténcia plena ou intermediaria a pelo menos um dos aminoglicosideos
testados. Desta forma, 35 amostras foram testadas para a presenca destes genes. Dentre estas, 5
amostras (14,3%) foram positivas para o gene rmtD e mostraram-se resistentes a amicacina e
gentamicina. As amostras foram provenientes do hospital H5 nos anos de 2007 (n=1) e 2010
(n=2) e do hospital H9 em 2007 (n=2). Trés amostras apresentaram perfil XDR e duas MDR,

sendo uma sensivel aos carbapenemas.

4.8. Deteccao de genes de resisténcia as fluoroquinolonas

A deteccdo dos genes plasmidiais de resisténcia as fluoroquinolonas foi realizada para
todas as amostras ndo susceptiveis a pelo menos uma das floroquinolonas testadas. Dentre as
31 amostras submetidas a esta metodologia nenhum dos genes testados (gnrA, gnrB, gqnrC e

gnrS) foram detectados.
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4.9. Avaliacao da presenca de mutacdes nos genes oprD, mexT e gyrA

A avaliacdo da presenga de mutagdes no gene oprD foi realizada nas 36 amostras
resistentes a pelo menos um dos carbapenemas testados e 9 amostras sensiveis a todos os
carbapenemas (selecionadas aleatoriamente), totalizando 45 amostras para esta analise. Destas,
foi possivel obter a sequéncia de 24 (53,3%) amostras (9 sensiveis e 15 resisténtes), pois de 21
(46,6%) amostras o sequenciamento ndo obteve qualidade suficiente para andlise (valor de

prhed <20).

Para a andlise do gene mexT, um total de 42 amostras foram selecionadas de acordo com
o perfil de resisténcia as fluoroquinolonas e/ou carbapenemas. Entretanto, de 18 (38%) amostras

as sequéncias nucleotidicas nao tiveram qualidade suficiente (phred <20).

Mutagdes no gene gyrA4 foram avaliadas em 33 amostras que se mostraram resistentes a
ciprofloxacina e/ou levofloxacina. Destas, 27 (82%) sequéncias foram obtidas, enquanto 6

(18%) nao tiveram qualidade de sequenciamento para as analises (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Total de sequéncias obtidas para 0s genes de oprD, mexT e gyrA.

Sequenciamento com  Sequenciamento sem  Total de amostras

valor de prhed >20 valor de prhed <20

OprD 24 (15Re9S) 21 (53,3%) 45
MexT 27 (64,3%) 15 (35,7%) 42
Gyrd 27 (82%) 6 (18%) 33

Legenda: R — Resistentes; S — Sensiveis.

4.9.1. Analise de mutacdes no gene oprD

A sequéncia nucleotidica do gene oprD da cepa P. aeruginosa PAOI, sensivel aos
antimicrobianos foi utilizada como referéncia. A sequéncia nucleotica completa do gene oprD
possui 1332 pares de base (pb), com os iniciadores utilizados obtivemos uma sequéncia de 1206

pb, com inicio do anelamento aproximadamente no nucleotideo 126 da sequéncia de referéncia.

57



Das 24 amostras com sequéncias analisadas, trés amostras (CCBH 1387, 6234 e 7277)
apresentaram a sequéncia de nucleotideos idéntica a da amostra PAO. Estas amostras foram
isoladas nos anos de 2005, 2007 e 2008 em hospitais diferentes, com perfil de resisténcia XDR.
A CCBH 1387 apresentou CIM para o imipenem de 1,5 ug/mL, enquanto as demais foram
resistentes com CIM de > 32 ug/mL.

Sete amostras (CCBH 91, 95, 522, 183, 184, 311, 7944) apresentaram PNU
(polimorfismo de sequenciamento Unico) com alteragdo de aminoacidos, porém sem alter¢ao
da proteina, segundo o Provean. Seis destas amostras foram provenientes de 2 hospitais
diferentes no primeiro periodo do estudo e sensiveis aos carbapenemas, com CIM de 1,5 ug/mL
para o imipenem. A CCBH 7944 foi isolada em 2005 com fendtipo XDR, apresentou resisténcia

ao imipenem com CIM de > 32 ug/mL e sensivel ao doripenem.

As demais amostras apresentaram alteragcdes no quadro de leitura devido a inser¢des
(amostras CCBH 6183, 5954, 5894 e 187) ou delegdes (amostras CCBH 6152, 5939, 3518,
1151, 7677, 7676, 1259, 7121, 5689, 5966). Dessas, 4 amostras (CCBH 7676, 1259, 7121,
5689) apresentaram nova delecdo que restaurou o quadro de leitura anterior o que gerou a

altera¢do de 7 aminodacidos.

As amostras que apresentaram inser¢do foram resistentes ao imipenem, (CIM de > 32
ug/mL) do ano de 2010, com exce¢do da CCBH 187 que apresentou sensibilidade ao mesmo
(CIM 1,5 ug/mL), isolada em 1995 com fendtipo de resisténcia apenas as penicilinas +
inibidores. As CCBH 5954 e 5894 apresentaram fenotipo de XDR, enquanto a CCBH 6183

apresentou fendtipo de resisténcia somente ao imipenem.

As amostras com delecdo foram provenientes de todos os periodos de estudo (1° periodo
- n=1, 2° periodo - n=1, 3° periodo - n=6 e 4° periodo - n=2). A amostra do primeiro periodo
(CCBH 1151) e segundo periodo apresentaram fenétipo MDR com CIM de > 32 ug/mL. As
amostras do terceiro periodo apresentaram fendétipo de XDR (n=2), MDR (n=2) e R (n=1),
quatro amostras foram resistentes ao imipenem com CIM de > 32 ug/mL, a CCBH 5939 foi
produtora de SPM, e duas amostras, CCBH 5689 e 5966, apresentaram CIM de 2 e 0,75 ug/mL,

respectivamente (Tabela 4.4; Grafico 4.6).
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Tabela 4.4: AlteracGes encontradas no gene de oprD das 24 amostras sequenciadas.

Modificagéo N° de amostras
Insercéo 4

Delecao 10

PNU* 7

WT 3

Total 24

Legenda; PNU* - Polimorfismo de nucleotideo Unico com alteracdo de aminoacido sem alteracdo da

proteina segundo Provean; WT — Sequencia selvagem, sem alteracgdo.
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Figura 4.6: Sequéncia proteica da oprD obtida para 24 amostras comparadas com a sequencia da oprD PAO-1 apartir do residuo 92 ao 444.

Periodo  Hospital IPM
(ng/mL)

3° H9 0.75 ng/mL
3° H3 =32 pg/mlL
1° Hb6 =32 pg/mL
3° H9 2 pg/mL
3° H10 =32 pg/ml
2° H5 =32 pg/mlL
3° H5 16 pg/mL
1° H4 1.5 pg/mL
3° H5 =32 pg/mlL
3° H9 =32 pg/mlL
3° H2 =32 pg/mlL
2° HS5 1.5 pg/mlL
3° H10 =32 pg/mL
3° H5 =32 pg/mL
3° H5 =32 pg/ml
3° 3 =32 pg/mL
3° HY =32 pg/mL
3° H5 =32 pg/mlL
1° H6 1.5 pg/mL
1° H4 1.5 pg/mlL
1° Hob 1.5 pg/mL
1° H4 1.5 pg/mL
1° H4 1.5 pg/ml
1° H6 1.5 pg/ml

Legenda: Preto — sequencia diferente da oprD.

5966
1677
1151
5689
721
1259
7676
187

7944
6234
o894
1387
21

oprD) PAD- 1 N - I A A R

5954
318
2939
6152
6183
183
n
184
1
85
622
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49.2. Analise de mutag¢des no gene mexT

O gene mexT, possui 1044 pares de bases. Quando comparados com a sequéncia de
referéncia PAO1, 26 (92,3%) demostraram perda de 8 nucleotideos na posi¢ao 236-245 pb,
gerando um novo quadro de leitura. Além disso, 13 destas amostras apresentaram uma mutac¢ao
na posicao 178 (C —T) com alteragdo de aminoacido de Prolina (P) para Serina (S) no residuo
60, a qual foi considerada neutra para a proteina segundo o Provean. Uma amostra apresentou
PNU com alteragao de aminoacido em trés residuos, o que inclui o residuo 60, mais a alteragao
de uma fenilalanina para isoleucina no residuo 172 e uma de arginina para prolina no residuo
336. Destas apenas a alteragao no residuo 336 foi considerada deletéria para a proteina segundo

o Provean (Tabela 4.5).

Tabela 4.5: MutagOes encontradas no mexT nos 27 isolados de P. aeruginosa.

Mutagdes mais N°de Descri¢ao (n)
encontradas isolados
Polimorfismo 1 P60S, F172I, R336P (1).

(com alteragdo

de aminoacido)

Delecao 26 Delecao de 8 nucleotideos (CCAGCCGG) na posi¢ao
236-245 pb gerando alteracdo do quadro de leitura (13);

PNU P60S e Delegéo de 8 nucleotideos (CCAGCCGG) na
posigdo 236-245 pb gerando alteracdo do quadro de leitura

(13).

Amostras dos 4 periodos do estudo apresentaram a perda de 8 nucleotideos na posi¢ao
236-245pb (Figura 4.7). As 13 amostras que apresentaram alteracdo de uma prolina para uma
serina no residuo 60 e mais perda de 8 nucleotideos (CCBH 1306, 1347, 1353, 1259, 1387,
6713, 72717, 8478, 8819, 9332, 7677, 7944, 15031) foram distribuidas entre os anos de 2000 a
2014 e destas, cinco apresentaram resisténcia somente as fluoroquinolonas, uma somente aos
carbapenemas e seis a ambas as categorias. Destas, sete apresentaram fen6tipo XDR e 6

foram consideradas MDR.
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As outras 13 amostras que apresentaram somente a perda de 8 nucleotideos (CCBH
139, 1151, 1297, 6152, 7121, 7673, 6570, 7921, 17436, 20479, 20480, 20482, 20483) foram
isoladas nos 4 periodos do estudo (1995-2015). Duas foram resistentes as fluoroquinolonas,

duas aos carbapenemas e nove a ambas as classes, com fenotipos de R (n=2), MDR (n=5) e

XDR (n=7).

A amostra que apresentou apenas PNU com alteragdo de aminoacidos em trés sitios
(CCBH 5832) foi isolada em 2010. Era resistente as fluoroquinolonas e sensivel aos

carbapenemas, tendo fenotipo de resisténcia de MDR.
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Figura 4.7: Sequencia proteica do mexT obtida para 27 amostras comparadas com a sequencia da PAO-1.

Periodo Hospital IPM (pg/mL)
22 H5 2 pg/mL 1353 I —
32 H10 232 pg/mL 0478 I .|
29 H5 1,5 ug/mL 1387 | —
32 h10 L5 pa/mL 9332 I .|
32 H10 232 pg/mL 1217 | I ——
20 H5 2 pg/mL 1347 I . ____________________________________________________________________________________|
42 H2 >32 pg/mL__ 19031 | —
mex T P, |
10 H4 15pg/mL 130 I —
a0 H5 >32 pg/mL 1077 | .|
30 H5 2 pg/mL 5832 | 1
30 H10 6 pg/mL 1673 .|
32 H9 232 pg/mL 6152 —
22 Hs 232 pg/mL 1921 .|
30 H5 232 pg/mL 7944 | —
40 H9 16 pg/mL 6713 | - |
3¢ H5 1,5 pg/mL 1297 —
30 H10 1 pg/mL 8819 | - |
32 H5 32 pg/mL 8570 .
22 H6 3 pg/mL 1306 | -~ ——
10 H6 232 pg/mL 1151 .|
70 HS >32 pg/mlL 20482 -~ —
a0 H5 232 ug/mL 20483 .|
29 H5 232 pg/mL 1259 I — I —
30 H10 232 pg/mL 11 .|
40 H5 232 pg/mL 20479 -~ I —
40 H5 232 pg/mL 20480 .|
4° H5 232 pg/mL 17436 .|

Legenda: Preto — sequencia diferente da oprD. Traco — perda de 8 nucleotideos.
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4.9.3. Analise de mutag¢des no gene gyrA

Das 27 amostras analisadas, 21 (77,8) apresentaram alteracéo na posi ¢do 248 (C para T),
0 que levou a uma alteracdo de aminoacido, de treonina (T) para isoleucina (1) na proteina.
Enquanto 6 amostras (22,2%) ndo apresentaram esta mutagdo. Estas 6 amostras foram
resistentes as duas fluoroquinolonas testadas e foram consideradas XDR (n=4) e MDR (n=2) e

foram isoladas ao longo dos 4 periodos do estudo (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Perfil de mutacéo e alteracdo de aminoacidos na regido QRDR do gene gyrA e o

perfil de resisténcia as fluoroquinolonas testadas.

N° de amostras Perfil de resisténcia Mutacgdo no gene Alteracdo de
CIP LVX gyrA aminoacido

21 R R C->T T83lI

6 R R WT WT

Legenda: R — resistente; C — citosina; T — timina; WT — selvagem, sequéncia sem alteracao;

T831 — Alteracdo de uma treonina para uma isoleucina.

4.10.  Analise do polimorfismo genético através de PFGE

Para andlise da similaridade genética, as 88 amostras de P. aeruginosa foram submetidas
a tipagem molecular pela técnica de PFGE. Entretanto, em 7 amostras ndo foi possivel obter
um perfil de bandas pela metodologia utilizada. Foi incluida nesta analise uma cepa ja
caracterizada do clone epidémico brasileiro (Clone SP - ST277) pertencente a CCBH/IOC
(CCBH 4851).

Nesta analise, consideramos como pertencentes ao mesmo grupo clonal as amostras que
apresentaram no minimo 80% de similaridade através da andlise pelo software BioNumerics.
Os perfis foram nomeados por letras em ordem alfabética e ultrapassados as 26 letras em
maitsculo, letras em mindsculo foram adicionadas a estas, desta forma os perfis foram
nomeados de A at¢é Hh. As 81 amostras analisadas foram agrupadas em 34 grupos clonais,
sendo os grupos clonais J (n=11) e U (n=11) os mais frequentes. Um total de 15 amostras
apresentou perfil de fragmentag@o nico, com fenotipos de resisténcia variando de sensivel a
MDR. Além disso, 4 perfis clonais agruparam 3 amostras, 9 grupos agruparam 2 amostras cada,

1 perfil agrupou 4 amostras e 5 amostras com 2 perfis (Figura 4.8).
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A cepa pertencente ao ST277 incluida nesta analise (CCBH 4851) foi agrupada no clone
J, onde também foram agrupadas as amostras produtoras de SPM, trés amostras positivas para
rmtD. As amostras deste grupo clonal foram provenientes de trés hospitais e isoladas nos 3° e
4° periodos do estudo, (2007 - n=4, 2008 - n=2, 2009 - n=1, 2010 - n=1, 2011 - n=2 ¢ 2014 —
n=1) (Figura 4.8 e Figura 4.9).

O perfil clonal U foi predominante no primeiro periodo do estudo (1996 - n=1, 1997 -
n=3, 1998 — n=5), mas também foi encontrado no 3° periodo do estudo (2008 - n=1 e¢ 2009 -
n=1), com perfis de resisténcia MDR e R. Este grupo clonal foi encontrado em 3 hospitais (H4,

H6 e H10). (Figura 4.8 e Figura 4.9).

Nos quatro periodos estudados foi observada uma grande variabilidade de grupos clonais
entre as amostras estudadas. Entretanto, no 3° e no 4° periodo de estudo, observou-se uma maior
proporc¢ao de amostras com perfis de fragmentagao inicos e grupos clonais com duas amostras
(52,8% das amostras isoladas no 3° periodo e 46,7% das amostras do 4° periodo). Nenhum

clone esteve presente em todos os periodos estudados (Figura 4.9).

100% 7 Clone )
90% 1 m Clone U
80% - Clone D
70% - m Clone O
60% - m Clone |
50% - mCloneE
40% - m Clone F
30% - H Clone W
20% - H Clone Gg
10% - B Clones com 2 amostras
0% . , : B Clones com 1 amostra
1° periodo 2° periodo 3° periodo 4° periodo

Figura 4.8: Distribuigao dos 81 clones encontrados ao longo dos periodos estudados.

65



1t

3829
3875
3809
3969
8478
9000
9004
7925
5832
1267
7911
7921
7944
15031
7277
5894
5073
5689
535
9775
361
263
611
6152
ST 277
3282
5939
6234
6713
7676
7677
4454
7121
8819
15033
1151
4103
5966
5646
6183
1353
1347
1387
187
9332
20480
14411
20482
20479
8241
3970
17436
733
311
75
469

2008
2008
2008
2008
2009
2011
2009
201
2010
2005
2011
2011
2011
2014
2008
2010
2005
2006
1996
2009
1998
1996
1998
2007

2007
2010
2007
2007
2011
2011
2008
2011
2009
2014
1999
2008
2006
2006
2010
2005
2005
2005
1995
2009
2015
2013
2015
2015
2011
2008
2015
1995
1997
1996
1998

66

v I B s s

XDR
XDR

MDR

XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR

w »w X VXV AAD

XDR

XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
MDR

XDR
MDR

MDR
MDR
MDR

XDR
MDR
XDR

MDR
XDR
MDR
XDR
XDR
XDR

XDR

MDR

MDR

H10
Ho
H5
H7
H10
H8D
H10
H5
H5
H6
Hs
H5
H5
H5
H10
H2
Ho
H9
H4
H10
H6
H4
H6
H9

H5
H5
H9
H9
H5
H5
H5
H10
H10
H10
Hé
H10
Hospital.
H9
H5
H5
H5
H5
H4
H10
H5
H3
H5
Hospital.
H5
H10
H1
H4
H4
H4
H6

- PNU

- WT
ALT

ALT

- ALT

rmtD
rmtD/rmtA ALT
rmtD WT

- ALT
- ALT

- ALT

- ALT

rmtD ALT

ALT

- WT
ALT

- PNU

PNU

T T
@ o o

T83l

T83l
T83l

T83I
T83l

T83I
T83I

T83l

T83l

T83l

WT

T83l
WT

T83I

T83I
T83l
T83I

T83l

T83l

. — - - - I I@M@6OTTM M MMMOOOOO0OO0®>» >

cCccCcH®AUDVDOPL VWUV OOOOOZ=ZTrMNn<nxR e« o oo oo o oo o



H LTI 75 1906 R ha - ”
LT 469 1998  MDR  Ho - U

CHEIE I 7673 2008 R HIO - T8l U

O T 1998  MDR  HE - u

CHEIIT 22 1997  MDR  He - u

CHPIIEHIE T a7 198 R He U

LI 184 1997 He - u

O 822 1998  MDR  H6 PNU u

| T as8 1988 MDR  H6 U
CLIELE T 8778 2000 R HIO - v

LI N 1997  MDR  H4 - - PAU w

L I e e wee ks o wr o
I 1258 2005 MDR  H5 AT 8 w

— LT 6570 2010 MDR  H5 - miD X
FELIITLTT | o138 2000 R WO - - v

[T 1297 2005 MDR  H6 - - 8 T8 ¥

. TR AT 1995  MDR M4 - - s wr 7
SR R 397 2008 MDR  HO - As
LT 8661 2000 s HIO - Aa

T 16817 2014  XDR  H10 - 8

T T 4372 2008 R HO - 8

L THAT 4361 2008 R HIO - e

AR 1328 2000 R H5 N

I 4078 2008 MDR H9 - - Ee

e L A W R 4261 2008 R H10 et
LI LI 1208 2005 R HS - G

S i A A o
] LAL [P IE [ sers 2008 R HIO - Go
e U T Y B 16 R HAe - Hh

Figura 4.9: Dendrograma resultante da anélise automatizada pelo método UPGMA mostrando
os coeficientes de similaridade entre os perfis de fragmenta¢do do DNA cromossomico, com a

enzima Spel, das 81 amostras de P. aeruginosa analisadas pelo PFGE.

Legenda: S —Sensivel, R —Resistente, MDR —Multirresistente, XDR —Extrema resisténcia, Carb —
Carbapenemase, R-AMG —Gene de resisténcia aos aminoglicosideos, PNU —Polimorfilmo de
nucleotideo Unico, WT —Selvagem, idéntico a sequéncia da P. aerguinosaPAOL, ALT —Alterada, -

8 —Perda de 8 nucleotideos, T83I —Alteracdo de aminiagido na posicdo 83.
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5. DISCUSAO

Ao longo dos anos P. aeruginosa se tornou um dos principais patdgenos associados a
IRAS, em parte, pela incrivel capacidade de adaptacdo ao meio ambiente e mecanismos de
resisténcia intrinsecos. Porém, este patdgeno tem se tornado ainda mais preocupante pela sua
capacidade de desenvolver resisténcia durante o tratamento (205).

A presenca de P. aeruginosa no ambiente hospitalar € seguida pelo rapido aumento da
resisténcia a varias classes de antimicrobianos. Além do grande arsenal de resisténcia, intrinseca
e adquirida, esta espécie ainda possui diversos mecanismos de viruléncia, onde uma vez
estabelecida a sua entrada no hospedeiro, sua erradicacdo se torna um desafio para a
comunidade médica (205).

De acordo Gales e colaboradores (2012) a frequéncia de infeccGes por P. aeruginosa é
maior nos paises da América Latina. Esta maior prevaléncia pode ser devido a sua localizacéo
geografica com clima quente e Uumido, o que favorece este patdgeno. Esta prevaléncia e
resisténcia intrinseca em P. aeruginosa levam a utilizacdo de antimicrobianos de amplo
espectro, 0 que gera maior presséo seletiva para o surgimento de mutantes resistentes (10).

Com isso, € possivel observar diferentes padrdes de resisténcia pelo mundo. De acordo
com os dados coletados nos EUA, Europa e Regides do Mediterraneo, pelo sistema de
vigilancia SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program), durante o periodo de 2009 a 2012
P. aeruginosa foi 0 patdgeno mais isolado de pneumonia apresentando taxas de resisténcia para
0s EUA (n= 1439) e Europa e Regido Mediterranea (n=1250) de 15,6% vs 21,3% para
piperacilina + tazobactam, 16,1% vs 24% para ceftazidima, 9,5% vs 13,1% para cefepime,
16,1% vs 25,9% para meropenem, 1,7% vs 9% para amicacina, 9,2% vs 21,2% para
gentamicina, 21,3% vs 29,1% levofloxacina e 0,3% em ambos para polimixina B (206).

Na Alemanha, um estudo conduzido ao longo de 10 anos, em pacientes com pneumonia,
mostrou taxas de resisténcia crescentes para ciprofloxacina (30,1%; n=168), piperacilina +
tazobactam (25,6%; n=168), meropenem (20,2%; n=163), cefepime (16,6%; n= 163),
gentamicina (22,2% n= 168) e amicacina (9,7%; n= 103), porém todos sensiveis as polimixinas.
O estudo ainda chama atengdo para 0 aumento da resisténcia a piperacilina + tazobactam, uma
das principais op¢Oes terapéutica para pneumonia por P. aeruginosa na Alemanha (207).

Estudos do SENTRY com amostras da América Latina tém mostrado maior taxa de
resisténcia aos antimicrobianos em relacdo a outros paises. Em 2011, as taxas de resisténcia
em P. aeruginosa (n=586) para o imipenem foi de 44,9% e para o meropenem foi de 38,4%.

Para os demais antimicrobianos as taxas foram 38,2% para levofloxacina, 29,4% para

68



gentamicina e ceftazidima, 25,9% para cefepime, 22,9% para piperacilina + tazobactam, 20,5%
para amicacina, sendo todos susceptiveis as polimixinas (208).

No Brasil, um estudo envolvendo amostras da corrente sanguinea coletadas entre junho
de 2007 e marc¢o de 2010 demonstrou elevadas taxas de resisténcia para gentamicina (45,7%;
n=184), ciprofloxacina (45,6%; n=193), cefepime (42,9%; n=205), imipenem (36,8%; n=212),
ceftaziadima (36,6%; n= 205), meropenem (35,8%; n = 201) e piperacilina + tazobactam
(33,9%; n= 174) (209).

Dados da rede de monitoramento e controle da Resisténcia Microbiana em Servicos da
Salde da ANVISA mostraram que as taxas de resisténcia em P. aeruginosa, isoladas de
infeccOes da corrente sanguinea no Brasil, durante julho 2006 a junho 2008 foram em torno de
50% para ceftazidima, imipenem, ciprofloxacina, gentamicina e amicacina (210).

Em nosso estudo, as taxas de resisténcia as FQs e aminoglicosideos testados variaram
de 28 a 37% e as maiores taxas de resisténcia foram observadas para os beta-lactamicos,
principalmente a ticarcilina + acido clavulanico (93,2%).

Xu e colaboradores (2013), num estudo realizado na China envolvendo amostras de P.
aeruginosa isoladas num hospital universitario, ao longo de 9 anos, também observaram as
maiores taxas de resisténcia para ticarcilina + acido clavulanico (211). Os beta-lactamicos séo
uma das principais opcOes terapéutica para bactérias Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa
Seu uso na pratica clinica tem sido relatado por mais de 70 anos e 0 aumento da resisténcia a
esta classe € notdrio desde entdo. O primeiro inibidor de beta-lactdmase, associado a penicilinas
anti-pseudomonas foi o acido clavulanico, descrito em 1972, e utilizado extensivamente em
infeccBes por amostras produtoras de ESBL. Além disso, alguns estudos apontam para a
capacidade do &cido clavulanico de induzir a expressdo da cefalosporinase AmpC em P.
aeruginosa, tendo, portanto, um papel antagonista para ticarcilina (212). Isto pode explicar a
alta taxa de ndo susceptibilidade a esta combinacéo encontrada em nosso estudo.

Independente do mecanismo de resisténcia envolvido, um consenso sobre a definigdo
de MDR e XDR néo era claro até a publicacdo de Magiorakos e colaboradores (2012) (179).
Com isso, foi possivel observar que a prevaléncia de amostras de P. aeruginosa com fenétipo
de MDR vem aumentando ao longo dos anos e alguns estudos apontam para um faixa de 15 a
30% de amostras MDR, além da evolucdo da resisténcia de isolados MDR para XDR, o que
limita ainda mais as opcOes terapéuticas. Em nosso estudo foi observado que 60,2% das
amostras estudadas apresentavam perfil de resisténcia MDR ou XDR. Assim, isolados mais
resistentes, classificados como MDR ou XDR, sdo um dos principais problemas nas instituicoes
de saude de todo o mundo. Com o surgimento destes isolados, surgiu a necessidade de uma

vigilancia e medidas de contencdo de sua disseminacédo (213, 214, 215, 216).
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A resisténcia microbiana € um problema complexo associado a diversos fatores
interligados, como por exemplo, o uso do antimicrobiano em concentragdes sub-inibitorias ou
ainda o seu uso excessivo. Xu e colaboradores (2013) mostraram que a associacdo entre o
aumento da resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa ao longo de 9 anos (2003-2011)
estava relacionado ao uso de antimicrobianos. Esta relacdo foi estatisticamente significativa
para imipenem, meropenem, ceftazidima e cefepime (211).

No presente estudo, também observamos um aumento da resisténcia as principais
classes de antimicrobianos como carbapenemas, fluoroguinolonas e aminoglicosideos ao longo
dos anos, inclusive o aumento do percentual de amostras XDR. As CIMso para 0 imipenem
também apresentaram aumento ao longo dos anos.

No primeiro periodo do nosso estudo (1995 — 1999) apenas 4,5% das amostras eram
resistentes aos carbapenemas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Entretanto estudos
publicados com amostras de P. aeruginosa isoladas em hospitais no Rio de Janeiro neste mesmo
periodo de estudo mostravam taxas de resisténcia mais elevadas que as encontradas em nosso
estudo.

Romao e colaboradores (2005) mostraram que 71% das amostras de P. aeruginosa
isoladas no Rio de Janeiro, durante o periodo de 1995 a 2002, foram considerados com perfil
de MDR e a maior taxa de ndo susceptibilidade foi dada ao imipenem (89%), seguido de
piperacilina + tazobactam (79%), cefepime e ceftazidima (57%) (217). Em outro estudo
realizado por Moraes e colaboradores (2002) com amostras de P. aeruginosa isoladas, durante
0 periodo de 1997 a 1999, no Hospital Maternidade Alexandre Fleming, no Rio de Janeiro,
também mostrou taxas de resisténcia mais elevadas a amicacina (85%) e imipenem (35%)
(218).

Em um estudo conduzido no Rio de Janeiro durante o periodo de outubro 1999 a abril
de 2000, foram isoladas 85 amostras de P. aeruginosa de diferentes infeccdes em um hospital
terciario. Estas amostras apresentaram elevadas taxas de resisténcia aos beta-lactamicos,
aminoglicosideos e FQs, todas sensiveis as polimixinas (219). Enquanto isto, em 1998 foi
relatado no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) amostras de P. aeruginosa
sensivel somente as polimixinas. As taxas de resisténcia relatadas neste periodo por Pellegrino
e colaboradores (2002) foram de 48% para gentamicina, 43% para ciprofloxacina, 41% para
cefepime, 38,3% para imipenem, 36,5% para piperacilina + tazobactam e ceftazidima, 35,6 %
para amicacina e 30,4% para meropenem. Enquanto que Cacci e colaboradores (2013), durante
2007 e 2008, relatou resisténcia de 37,5% para ceftazidima e cefepime, 36,4% para piperacilina
+ tazobactam, 35,2% para o imipenem, 34,1% para ciprofloxacina e gentamicina, 27,3% para

meropenem e 18,2% para amicacina (220, 221).
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A partir do segundo periodo do nosso estudo (2000-2005), as taxas de resisténcia aos
carbapenemas, fluorogquinolonas e aminoglicosideos comegaram a aumentar (18,1%, 36,3% e
63,6%, respectivamente), chegando a niveis bastante altos no Gltimo periodo de estudo (100%,
76,4% e 76,4%, respectivamente). Este importante aumento nas taxas de resisténcia,
principalmente aos carbapenemas pode ser explicado pelo aumento do uso dos carbapenemas,
principalmente imipenem, desde o final da década de 90, nos hospitais brasileiros devido ao
surgimento e aumento de amostras produtoras de ESBL, o que, provavelmente, gerou uma
pressdo seletiva de amostras com maultiplos mecanismos de resisténcia. Alem disso, no inicio
dos anos 2000 houve a disseminacdo da MBL SPM-1 entre amostras de P. aeruginosa isoladas
em diferentes estados no Brasil (94, 222).

Um estudo realizado durante os anos de 2001 a 2008, com amostras de P. aeruginosa
isoladas do sul do Brasil mostrou que de 142 amostras resistente aos carbapenemas,
provenientes de colonizacédo e/ou infec¢do, 91 possuiam o gene blaspm € duas o blayme. O perfil
de resisténcia foi ainda mais preocupante ao mostrar elevadas taxas elevadas de ndo
suceptibilidade a ciprofloxacina (94%), gentamicina (92%), cefepime (88%), ceftazidima
(84%), amicacina (82%), aztreonam (61%) e piperacilina + tazobactam (58%). Além da
resisténcia a polimixina B em 13% das amostras (223).

O surgimento mundial de bactérias resistentes aos carbapenemas, pela presenca de
carbapenemases, tem grande importancia pela sua facil disseminagdo, uma vez que estes genes
estdo presentes em elementos genéticos mdveis, e podem ser disseminados através da
transferéncia horizontal de genes (224). Em nosso estudo encontramos 5 amostras (5,6%) de P.
aeruginosa produtoras da carbapenemase KPC e 3 amostras (3,8%) produtoras da MBL SPM.
As amostras produtoras de SPM foram isoladas entre 2007 a 2010 e as amostras produtoras de
KPC em 2015. No Rio de Janeiro, Pellegrino e colaboradores (2008) foram capazes de detectar
0 gene blaspm em 18 amostras isoladas em 5 hospitais, entre os anos de 1999 e 2000, de um
total de 71 amostras resistentes aos carbapenemas (225). Por outro lado, um outro estudo
realizado em um dos hospitais avaliados no estudo anterior, mostrou uma diminuicdo da
deteccdo da SPM durante o periodo de 2007 a 2008, onde, de um total de 31 amostras resistentes
ao imipenem, apenas uma amostra apresentou o gene blaspm (221).

Ainda no Rio de Janeiro, Silva e colaboradores (2016) demonstraram que de 35 amostras
isoladas de queimaduras em um Hospital pablico durante o periodo de setembro a dezembro de
2012, 34,3% carreavam 0 gene de blaces.1, sem a detecgéo do gene blaspm entre as amostras
(226).

Dessa forma, estes estudos mostram que apesar da carbapenemase SPM ter se

disseminado no Brasil no inicio dos anos 2000, e ter sido relatada em cerca de 40% das amostras
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resistentes aos carbapenemas daquela época, atualmente, estd enzima ndo é mais o principal
mecanismo de resisténcia aos carbapenemas entre as amostras de P. aeruginosa (227, 228, 229).

O gene blakrc € uma carbapenemase de classe A encontrada frequentemente em K.
pneumoniae que rapidamente se disseminou para outros BGN pela sua presenca em elementos
moveis, como plasmideos. O gene blakpc-2 j& foi encontrado em P. aeruginosa em alguns paises
como China (230), Ird (231), EUA (232), Trindade e Tobaco (233), tendo alta incidéncia na
Colbmbia e Argentina (234, 235). No Brasil, P. aeruginosa produtora de blaxrc ja foi detectada
em Pernambuco e S&o Paulo (80, 236).

Os resultados do nosso estudo estdo de acordo com o estudo de Rizek e colaboradores
(2014), onde as amostras produtoras de SPM foram isoladas entre os anos 1998 a 2012
(primeiros periodos do estudo) e as amostras produtoras de KPC nos anos 2011 e 2012 (ultimo
periodo do estudo) em um hospital em Séo Paulo. Isto reflete o periodo de disseminacéo de
SPM no Brasil e no Rio de Janeiro e a identificacdo de KPC em amostras clinicas de P.
aeruginosa a partir de 2012 (236).

Em Recife, Cavalcante e colaboradores (2012) recuperaram amostras de P. aeruginosa
(n=73) de um hospital em dois periodos, 2002-2003 e 2008-2009, e mostraram que durante o
periodo 2002-2003 houve uma prevaléncia da MBL SPM (98,4%), estando de acordo com o
que era encontrado nos trabalhos da época, porém durante o periodo de 2008-2009 essa
prevaléncia diminuiu significativamente (25%), sugerindo outros mecanismos de resisténcia
ndo carbapenemases. Embora a SPM tenha diminuido, 0 aumento da resisténcia foi maior
durante o periodo 2008-2009 a todos o0s antimicrobianos testados (237). Em nosso estudo apesar
de ndo encontrarmos nenhuma MBL durante o Gltimo periodo, as maiores taxas de resisténcia
foram observadas neste periodo, com a detec¢do de 5 amostras produtoras de KPC.

Apesar de ser menos prevalente em P. aeruginosa, em comparacdo com outros BGN, a
incidéncia de KPC vem crescendo em todo o mundo, levando a nos questionar se a sua presenca
em P. aeruginosa vai prevalecer assim como nos demais BGN. Podemos especular que esta
disseminacédo pode ocorrer pelo aumento deste gene no ambiente hospitalar.

A presenca de uma SPM e KPC, em um Unico isolado, ja foi relatada no Brasil, no
estado de Sdo Paulo. Isolados de P. aeruginosa produtora de KPC com MBL também ja foi
relatada em outros lugares, como blakpc e blaimp em Porto Rico e blakpc e blaviv na Colémbia
(237, 238, 239, 240, 241).

A rapida deteccdo de isolados produtores de carbapenemases fornece informacgoes
cruciais para tomada de medidas mais eficazes de sua disseminacdo. Com isso, varias técnicas
tém sido propostas para deteccdo destas amostras, incluindo espectrofotometria (242), MALDI-

TOF (243), e técnicas moleculares (244). Apesar de apresentarem boa sensibilidade e
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especificidade, estas requerem custos em treinamentos, equipamentos e tempo. Pensando mais
na pratica clinica, a deteccdo fenotipica da producdo de carbapenemases tem sido bastante
utilizada. As metodologias mais utilizadas baseiam-se na inibicdo da atividade de
carbapenemase pela acdo de inibidores (EDTA — inibidor de MBL e &cido fenilborbénico —
inibidor de serino carbapenemases). Apesar de apresentarem boa correlagdo com a deteccdo
genotipica de carbapenemases, estes testes requerem um longo tempo de incubacdo (18-24
horas) (245).

Recentemente, foi proposta uma metodologia bioquimica para a deteccdo de
carbapenemases chamada de Carba NP. Esta metodologia se baseia na detec¢édo da hidrolise do
imipenem através da modificacdo do pH e consequente alteracdo de cor (246). Este teste é
recomendado, pelo CLSI, para Enterobactérias, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp.
apresentando sensibilidade e especificidade maior que 90% na deteccdo de KPC, NDM, VIM,
IMP, SPM e SME, ou seja, as carbapenemases de classe A e B, porém com baixa sensibilidade
e especificidade (em torno de 11%) para carbapenemases de classe D, como a OXA-48 (247).
Contudo, poucos artigos mostram a aplicagdo do teste para SPM (248).

Em nosso estudo, todas as amostras produtoras de SPM e KPC foram corretamente
identificadas pelo teste Carba NP, mostrando boa correlacdo entre o PCR para deteccdo de
carbapanemases e o teste de hidrdlise. Das 36 amostras resistentes ao imipenem, 28 amostras
ndo apresentaram hidrélise do imipenem pelo Carba NP e nem a presenca de genes de
carbapenemases pesquisados, 0 que pode sugerir a presenca de mecanismos ndo enzimaticos
nestas amostras. Entre estes mecanismos, destacam-se a perda da permeabilidade através de
porinas e sistemas de efluxo (249).

Perfis MDR ou XDR séo frequentemente associados ao aumento das taxas de mutagcdes
espontaneas devido a pressdo seletiva exercida, a adaptacdo, regulacdo entre 0s mecanismos de
resisténcia, viruléncia e as elevadas taxas mutacionais em P. aeruginosa que contribuem para
a sobrevivéncia desta espécie no ambiente hospitalar (185).

A diminuicéo da permeabilidade, pela inativagdo da porina OprD é um dos mecanismos
mais comuns de resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa, podendo ocorrer em 50% das
infeccOes tratadas por periodo superior a 7 dias com (250). Isto tem sido observado em
diferentes partes do mundo. Em Taiwan, um estudo com 78 amostras de P. aeruginosa
resistentes ao imipenem, isolados de bacteremia durante o periodo de 2000 a 2010, mostrou a
presenca de carbapenemases do tipo VIM em 5 amostras, mas o principal mecanismo de
resisténcia aos carbapenemases detectado foi a alteracdo no gene da porina oprD e a producéo

de sistemas de efluxo (251). No estudo realizado por Kim e colaboradores (2016), das 55
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amostras de P. aeruginosa estudadas, 22 eram resistentes ao imipenem e, com excecao de uma
amostra, todas as outras apresentaram alteracdes no gene oprD (252).

A inativacdo desta porina pode ocorrer por Varias vias, sendo a principal por mutagdes
no gene oprD, como por exemplo por PNU gerando cédon de parada prematuro, inser¢ées ou
delecdes, alterando o quadro de leitura da proteina (253). A proteina OprD tem estrutura de
barril com 8 algas transmembranares. Alteracdes na alga 3, devido a alteragdes de aminoacidos,
inser¢Oes ou delecdes, podem contribuir para o aumento da CIM ao imipenem (254).

A insercéo de diferentes sequéncias de insercdo (IS) também tem sido caracterizadas no
gene oprD em amostras clinicas de P. aeruginosa. A IS do tipo ISRP10 foi a primeira a ser
relatada dentro do codon 69 do gene da oprD na Croécia. A ISPa8 ja foi encontrada no gene de
oprD em isolados de FC nos EUA, assim como a sequencia ISPa1635. Na China, a sequéncia
ISOA1328 tem sido relativamente problematica ao elevar a CIM do imipenem pela alteracédo
da sequencia génica da oprD. Esta mesma sequéncia foi identificada na Franca nos genes de
oprD (255, 256, 257, 258, 259, 260, 261).

Em nosso estudo, das 24 amostras analisadas, 14 apresentaram alteragéo no gene oprD
que possivelmente levariam a alteracdo da proteina. As alteracdes do tipo insercdo ou delecao
foram as mais frequentemente encontradas entre as sequéncias nucleotidicas alteradas.
Entretanto, encontramos algumas amostras com perfil XDR e com CIM para imipenem >32
ug/mL que ndo possuiam nenhuma mutacdo na regido analisada, quando comparada a P.
aeruginosa PAO. Assim, é possivel que a resisténcia aos carbapenemas nessas amostras seja
devido a outros mecanismos de resisténcia. Entretanto, ndo analisamos todo o gene, logo nédo
podemos descartar a possibilidade de alteracdos nas regides nao analisadas.

Além disso, trés amostras sensiveis ao imipenem apresentaram alteracGes que
possivelmente alteraria a sequéncia proteica, de acordo com o Provean. Amostras com
alteracdes na sequéncia do gene oprD e susceptiveis ao imipenem ja foram relatados. No estudo
de ElI Amin e colaboradores (2005), quatro amostras susceptiveis ao imipenem apresentaram
mutacdes no gene oprD, que levavam a alteracéo do quadro de leitura, ocasionando diminuicao
da expressdo deste gene. Estes dados mostram que o fendmeno da resisténcia em P. aeruginosa
é multifatorial e nem sempre corresponde ao fen6tipo encontrado (262).

Em Recife foi detectado que 5 amostras produtoras de blaces-1 possuiam alteracdo da
oprD através de codons de parada e o unico isolado produtor de SPM apresentou alteragcdo do
quadro de leitura e geragdo de cddon de parada na oprD. Além disso, os isolados sem
carbapenemases apresentaram aumento da AmpC e alteragdo do quadro de leitura da oprD,

gerando uma proteina ndo funcional (263).
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Além da diminuicdo da permeabilidade e producdo de carbapenemases, P. aeruginosa
pode se tornar resistente aos carbapenemas pela producdo de sistemas de efluxo como o0s
sistemas ABM e EFN.

Em nosso estudo, investigamos a presenca de mutacfes no gene mexT que é um
regulador positivo do sistema EFN. Este gene € um regulador da familia LysR e também tem
sido associado a regulacdo de outras proteinas e sistemas, incluindo a regulagdo negativa da
expressao de OprD e do sistema de efluxo ABM. Assim, a perda de 8 nucleotideos encontrada
no gene mexT, em quase todas as amostras testadas em nosso estudo, além de levar a expresséo
do sistema de efluxo EFN pode também estar contribuindo para diminuicdo da expressao da
OprD (264). Entretanto, dentre as amostras analisadas observamos amostras sensiveis aos
carbapenemas que apresentavam mutagbes no gene mexT. Dessa forma, como dito
anteriormente a resisténcia em P. aeruginosa € multifatorial.

Esta mesma perda de 8 nucleotideos ja foi relatada em diversos artigos e trabalhos em
diferentes amostras clinicas e muitos estudos relacionam esta perda ao aumento da expressao
do mexT seguido do aumento do mexS, sendo ambos necessarios para regulacao de alguns
fatores de viruléncia em P. aeruginosa. Em modelos experimentais, tem sido proposto que mexS
modula mexT, que ativa o sistema e leva ao aumento da producdo de piocianina e elastase,
enquanto suprime a expressao do sistema de secrecdo do tipo 3, além do sistema de Quorum
Sensing (265).

O tratamento para infecgdes por P. aeruginosa, geralmente, é realizado pelo sinergismo
de duas classes de antimicrobianos. Geralmente a associacdo de um beta-lactamico com um
aminoglicosideo ou uma fluoroquinolona. Porém, como observado no presente estudo,
amostras MDR e XDR podem apresentar resisténcia a todas estas classes comprometendo o
sucesso terapéutico (90).

O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos em BGN-NF sdo as EMAs.
No Brasil e no México, os genes aac(6’)/aadAl e aadA2 parecem ser os mais frequentes. Na
Europa tem sido observado a prevaléncia de aac(6’) e ant(2’”), na Coréia, 0s genes aph(3°)-VI,
ant(2’’) eaac(6’) e no Iran a presenca de aac(6”), aad(2’”) e aph(3”) tem sido bem identificados.
O fato destes genes estarem localizados em integrons e amostras carrearem multiplas copias
destes genes, contribuem para a sua disseminacao e aquisicdo (266, 267, 268).

As diferencas na epidemiologia das EMAs podem se dar pelas diferentes pressdes
seletivas exercidas em relacdo a utilizacdo dos aminoglicosideos. Outros mecanismos também
podem estar envolvidos no fenotipo de resisténcia aos aminoglicosideos, como alteracfes da
permeabilidade de membrana, sistemas de efluxo, alteragdes na subunidade ribossomal e

enzimas 16s RNA metilases (269, 270).
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Um dos mecanismos mais recentes de resisténcia aos aminoglicosideos e que confere
altos niveis de resisténcia a toda a classe é a producdo de 16s RNA metilases. Em nosso estudo,
detectamos a presenca de 5 amostras produtoras de RmtD.

A RmtD é particularmente problematica no Brasil e tem sido descrita principalmente
em amostras produtoras de SPM, conferindo um fendétipo de resisténcia preocupante de MDR
ou XDR (271). P. aeruginosa produtoras de SPM e RmtD s&o extremamente preocupantes no
ambiente hospitalar e estudos demonstram que sua presenca ndo estd apenas restrita a este
ambiente. Fontes e colaboradores (2011) demonstraram a presenca de P. aeruginosa carreando
SPM e RmtD no rio Tiete em S&o Paulo, levantando o questionamento do monitoramento de
amostras ambientais e seu papel como reservatorio de genes de resisténcia (272). A localizagéo
genética do rmtD em P. aeruginosa tem sido associada a um elemento genético mével chamado
ISCR14 adjacente a um integron de classe 1, chamado In163, localizado em uma ilha genémica
denominada de PAGI-13 (273).

Em relagdo as FQs, apesar de outros mecanismos de resisténcia a estas drogas estarem
envolvidos, como a expressdo de sistemas de efluxo e a alteracdo de permeabilidade, as
mutacdes nas regides QRDR dos genes gyr e par sdo 0s principais mecanismos de resisténcia.
Mutacdes nos genes gyrA e parC levam a resisténcia a altas concentracdes de FQs, enquanto
que mutagdes no gyrB e parE causam resisténcia a baixas concentragdes e sdo descritas em
menor proporc¢ao nas amostras clinicas (276, 277).

Em nosso estudo, das 27 amostras pesquisadas para a presenca de mutacdes na regido
QRDR do gene gyrA, 21 amostras apresentaram uma alteracdo de nucleotideo (C-T) na posicao
248 pb, o que levou a uma alteragdo do aminoacido 83 (de treonina para uma isoleucina). Este
mesmo tipo de mutagédo tem sido descrita como o principal mecanismo de resisténcia as FQs
em P. aeruginosa. No Iran, de 100 amostras de P. aerguinosa coletadas de 2013 a 2014, a
resisténcia a ciprofloxacina foi de 64%. Nas amostras susceptiveis ou com resisténcia
intermediaria ndo foram detectadas nenhum tipo de alteracdo nas sequéncias de gyrA e parC.
Dentre as amostras resistentes, todas apresentaram a mesma alteracdo encontrada em nosso
estudo. Em cinco amostras foi observado também alteracdes no residuo 87 e em 44 amostras
tambeém foi observado alteragdes no parC (277).

Dentre as amostras em que foram investigadas as mutacdes no gyrA no presente estudo,
seis amostras ndo possuiam mutacdes neste gene. Estas amostras foram distribuidas em todos
os periodos do estudo, apresentaram resisténcia plena as FQs com fenétipo de MDR (n=2) e
XDR (n=4), sendo uma produtora da SPM. Estes dados especulam o papel dos sistemas de

efluxo ou mecanismos plasmidiais na resisténcia as FQs.

76



Na década de 90, foram descritos mecanismos plasmidiais de resisténcia as FQs (genes
gnr, acc(6’)-1b-cr e gep), principalmente em Enterobacteriaceae. Sua presenca em BGN-NF é
rara, porém preocupante (146). Em nosso estudo, investigamos a presenca de genes gnr entre
as amostras que apresentaram resisténcia plena ou intermediaria a pelo menos uma das
fluoroquinolonas testadas e ndo encontramos nenhuma amostra positiva, o0 que esta de acordo
com os estudos publicados até o0 momento (278).

Para o tratamento das infec¢bes por P. aeruginosa MDR ou XDR, principalmente
aquelas produtoras de carbapenemases, tem sido utilizado as polimixinas. Varios estudos tém
mostrado 0 aumento da resisténcia a esta classe de antimicrobianos principalmente em K.
pneumoniae produtoras de KPC (279). Apesar de ja haver alguns relatos de resisténcia a esta
classe de antimicrobianos em P. aeruginosa, em diferentes regides do mundo, geralmente baixa
(<5%) (280), em nosso estudo todas as amostras foram consideradas sensiveis. A resisténcia as
polimixinas tem surgido como consequéncia da maior utilizacdo para tratamento de infec¢oes
MDR e XDR.

Devido a grande disseminagdo de KPC no mundo e a dificuldade de tratamento dessas
infeccdes, em fevereiro de 2015 foi aprovada, nos EUA, uma nova opcao terapeutica contra
este tipo de infeccdo, Ceftazidime / avibactam (Avycaz®). No estudo publicado por Levasseur
e colaboradores (2012), a ceftazidima foi o beta-lactamico que apresentou maior atividade
quando associada ao avibactam. Para P. aeruginosa, esta droga também tem se mostrado
bastante eficaz. De 126 amostras de P. aeruginosa coletadas de 2006 a 2007, 65% foram
suceptiveis a ceftazidima e quando associada ao avibactam esta susceptibilidade passou para
94%. Porém, este novo inibidor ndo abrange as MBLs. Assim, a pressdo seletiva exercida por
esta nova droga pode levar a uma maior disseminacdo de MBL em diferentes regides do mundo
(281, 282).

Com o surgimento de bactérias MDR e XDR em todo o mundo, os estudos sobre a
determinacédo da epidemiologia da disseminacdo destas amostras tornam-se fundamentais. No
Brasil, atraves de técnicas de tipagem molecular, foi possivel mostrar a existéncia de um clone
epidémico produtor de SPM. Através da técnica de PFGE foi observado similaridades dos perfis
de fragmentagcdo do DNA entre amostras produtoras de SPM isoladas em diferentes estados
brasileiros. Este clone foi entdo chamado de Clone SP (94). Posteriormente, pelo método de
MLST, que tem se mostrado uma valiosa ferramenta no entendimento da epidemiologia de
bactérias MDR, XDR e PDR, foi determinado que o Clone SP pertencia a sequéncia tipo 277
(ST277) (283).

Em nosso estudo, usando uma cepa produtora de SPM, pertencente ao ST277 (CCBH

4851) como parametro para comparacao no PFGE, foi possivel observar que no Rio de Janeiro,
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as amostras produtoras de SPM assim como a amostra CCBH 4851 foram agrupadas no grupo
clonal J. Este clone apresentou elevadas taxas de resisténcia aos antimicrobianos, com perfis de
MDR e XDR além da acumulacéo de mecanismos de resisténcia, como o gene rmtD, alteracdes
no gene oprD, mexT e no gene gyrA.

O sequenciamento total de uma amostra do clone SP produtora de SPM do estado de
Gaias, no ano de 2008, revelou entdo a presenca de outros determinantes de resisténcia aos
aminoglicosideos, aacA4, aph (31)I1b, aadA7 e rmtD e aos beta-lactamicos, blaoxa-so, blaoxa-
56 € blaspm (284). Mostrando a capacidade de clones resistentes albergarem diferentes
mecanismos de resisténcia.

As amostras pertencentes ao clone J (clone SP) foram isoladas de 2007 a 2014 (3° e 4°
periodos do estudo). Apesar de ndo termos encontrado este clone entre as amostras isoladas no
1° e 2° periodos, Pellegrino e colaboradores (1999) foram capazes de detectar o clone SP em
1999 em um hospital universitario no Rio de Janeiro (220).

Estudos tem demostrado a diminuigéo deste clone, juntamente com deteccdo da MBL
SPM. Em um hospital em Recife foi demonstrado diferencas significativas na epidemiologia
molecular das infec¢des por P. aeruginosa, durante o periodo de 2002-2003 e 2008-2009, onde
noprimeiro periodo foi relatado a prevaléncia do clone SP, produtor da SPM em 98,4% das
amostras, considerado alto para os estudos da época. Entretanto, durante o periodo de 2008-
2009 a presenca desse clone diminuiu drasticamente, mostrando uma diversidade clonal maior
do que a relatada durante o primeiro periodo, além do aumento da resisténcia (285).

Rizek e colaboradores (2014) demostraram, através de PFGE, a presenca de 6 perfis
clonais entre 19 amostras que albergavam o gene blaspm. Destas, 10 co-abrigavam o gene
blakpc, sendo que 6 pertenciam ao mesmo clone, mostrando que diferentes clones podem estar
associados a disseminacao e consequente estabelecimento de um surto (236). Em nosso estudo,
4 amostras de P. aeruginosa produtoras de KPC foram oriundas do hospital H5 do ano de 2015,
sendo que 2 pertenciam ao mesmo clone (Q), uma ao clone P junto com uma amostra do hospital
H3, no ano de 2013 e uma néo foi possivel determinar o perfil de fragmentagdo. Um outro perfil
foi encontrado no hospital H1 no ano de 2015. Estes dados demonstram que o blakpc ndo esta
associado a um clone especifico, mas sim a sua localizacdo em elementos genéticos moéveis o
que facilita a sua disseminacdo para diferentes amostras no ambiente hospitalar.

Em nosso estudo, durante o primeiro periodo, das 21 amostras analisadas, foram
detectados 8 perfis clonal pelo PFGE, com a prevaléncia do perfil U em diferentes hospitais
durantes os anos de 1997, 1998 e 1999. Este clone também foi detectado no 3° periodo do
estudo. No estudo realizado por Romao e colaboradores (2005) com 35 amostras isoladas em

diferentes hospitais no Rio de Janeiro, entre 1996-2000 foi observado a presenca de 18 perfis
78



clonais com prevaléncia de um clone entre os anos estudados em diferentes hospitais (217). Em
ambos os estudos houve a prevaléncia de um clone neste periodo. Entretanto, ndo podemos
afirmar que seja o mesmo clone.

Em nosso estudo, encontramos uma grande variedade de grupos clonais ao longo dos
anos. A alta diversidade genética encontrada também ja foi observada em P. aeruginosa em
outros estudos por diferentes técnicas (PFGE, RIBOTIPAGEM, MSLT, etc) e pode ser
explicada pela alta recombinacao genética nesta espécie, garantindo uma estrutura populacional
néo relacionada (286, 172)

Em parte, a grande capacidade de aquisi¢ao e recombinacdo genética tem sido descrita
como consequéncia da diminuicdo do sistema CRISPR (do inglés regularly interspaced short
palindromic repeats system) que atua como mecanismo de defesa bacteriano contra DNA
exogenos, principalmente de fagos, eliminado esses seguimentos do genoma bacteriano (287).

Em contrapartida, um estudo realizado por Cabott e colaboradores (2012) na Espanha
mostrou uma menor diversidade clonal entre os isolados MDR e XDR, enquanto isolados
sensiveis, quase sempre, eram representados por genétipos Unicos. Pefia e colaboradores (2015)
também demonstraram que de 81 amostras de P. aeruginosa com perfil XDR, 73 amostras
pertenciam a apenas 3 grupos clonais, designados como ST111, ST175 e ST235, que sdo
descritos em algumas regides do mundo (213). Esses dados mostram que a epidemiologia por
P. aeruginosa, apesar de ser considerada policlonal, pode variar de regido para regido, de acordo
com as medidas de contencdo de sua disseminacdo e utilizacdo de antimicrobianos de amplo
espectro.

Em nosso estudo fomos capazes de demostrar uma maior diversidade clonal no 3° e 4°
periodos do estudo, periodo em que a resisténcia foi maior a todas as classes de antimicrobianos
testadas. Da mesma forma, Cassi e colaboradores (2016) demonstraram a diminui¢do do clone
SP em um hospital universitario no Rio de Janeiro e o surgimento de uma disseminacéao
policlonal entre o periodo de 2007 a 2008, porém com a presenca dos ST235 e ST244, ambos
clones de alto risco encontrado em diferentes regites do mundo (288).

Estes dados sugerem que com o surgimento da SPM nos hospitais brasileiros em 1997
e a demonstracdo da sua disseminacdo pelo territério brasileiro em 2003, provavelmente as
instituicOes de saude aumentaram os programas de vigilancia para P. aeruginosa produtoras de
MBL, a fim de controlar sua disseminac¢do. O monitoramento de amostras produtoras de MBL,
associado ao aumento do uso de antimicrobianos de amplo espectro, podem ter levado a
substituicdo do clone SP produtor de SPM por outras cepas resistentes aos carbapenemas. A
diminuicdo ou estagnacao da resisténcia em algumas institui¢oes de saude, como mostrado por

alguns estudospode ser explicado pela diminui¢cdo da SPM e auséncia do gene rmtD. Apesar
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disso, Cissa e colaboradores (2016) demonstraram que a diminuicéo dessa resisténcia durante
o0 periodo de 2007 em diante ndo afetou 0 aumento da resisténcia tanto para os carbapenemas,
quanto para a piperacilina + tazobactam, mostrando a capacidade de adaptacéo e resisténcia em
P. aeruginosa a estes antimicrobianos, principalmente por processos mutacionais (288).

Dessa forma, nosso estudo enfatiza a necessidade continua de estratégias de vigilancia
e medidas de controle de infeccdo por P. aeruginosa independente da produgéo de MBL, uma
vez que outros mecanismos de resisténcia estdo contribuindo para o fenétipo MDR ou XDR

encontrado nas diferentes instituicbes do Rio de Janeiro.
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CONCLUSAO

Observou-se o aumento da resisténcia as 3 principais opgdes terapéuticas,
carbapenemas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas, ao longo dos anos.

Os fendtipos de resisténcia e multiresisténcia foram substituidos por fendtipos de
extrema resisténcia nos hospitais do Rio de Janeiro nos ultimos anos.

Observamos uma boa correlagdo entre o PCR para detecg@o de carbapenemases e o teste
de hidrdlise Carba NP.

A CIM frente ao imipenem foi crescente ao longo dos periodosestudados, passando de
CIM50=1,5ug/mLno loperiodo (1995-1999) para CIM50>32ul/mLno 4operiodo de
estudo (2011-2015).

Apesar das carbapenemases serem o mecanismo de resisténcia epidemioldgico mais
importante, apenas 8 amostras foram produtoras de carbapenemases, sendo 3 produtoras
de SPM detectadas entre os anos 2007, 2008 ¢ 2010 e 5 produtoras de KPC detectadas
em 2015. O principal mecanismo de resisténcia aos carbapenemas neste estudo foram
alterag¢des no gene codificador da porina OprD.

Em relacdo aos aminoglicosideos, apenas 5 amostras foi encontrado o gene rmtD em
2007 e 2010, além da associacdo deste gene com a carbapenemase SPM, conferindo
altos niveis de resisténcias aos carbapenemas e aminoglicosideos.

O principal mecanismo de resisténcia as FQs foi a presenca de mutacdes no gene gyrA4.
O gene mexT foi encontrado alterado em 26 das 27 amostras estudas, contribuindo para
o fenotipo de multirresisténcia, podendo ter um papel na viruléncia destas amostras.
Foi observado uma alta diversidade clonal entre os isolados deste estudo. O clone SP
foi encontrado no 3° e 4° periodo do estudo.

Foi demostrado uma maior diversidade clonal no 3° e 4° periodos do estudo, periodo
em que a resisténcia foi maior a todas as classes de antimicrobianos testadas. Ressalto
o papel das mutacdes no genoma de P. aeruginosa contribuindo para um fendtipo MDR

e XDR.
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