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RESUMO

CACADOR, N. C. Epidemiologia molecular e caracteristicas genéticas de adaptacéo de
Pseudomonas aeruginosa causando infec¢ao cronica em pacientes com Fibrose Cistica e
sua correlacdo com dados clinicos. 2016. 77 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2016.

A infeccdo crbnica das vias aéreas por Pseudomonas aeruginosa (PA) é a principal
causa de morbidade e mortalidade em pacientes com fibrose cistica (FC), devido a continua
degradagdo do tecido pulmonar, que leva ao declinio da funcdo pulmonar, gerada pela
infeccdo e pelo processo inflamatério. O objetivo do presente estudo foi analisar
caracteristicas genéticas de PA que levam a sua adaptacdo as vias aéreas destes pacientes com
infeccdo pulmonar cronica, atendidos no Centro de Referéncia em FC do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e relacionar com resultados de
tipagem molecular, resisténcia a antibidticos, cronicidade e dados clinicos dos pacientes em
acompanhamento clinico no periodo de julho/2011 a abril/2014. As caracteristicas genéticas
dos isolados investigados englobam pesquisa de 18 genes de viruléncia e genes do sistema
quorum sensing (genes lasR e rhiR), associacdo entre mutacdes e conversdo para fen6tipo
mucoide (operon algTmucABD) e caracterizacdo de linhagens hipermutantes (genes mutS e
mutL). A identificacdo de P. aeruginosa foi realizada por PCR e MALDI-TOF, que
mostraram alta concordancia. Foram considerados os dados clinicos dos pacientes: indice de
massa corpdrea, escore de Shwachman, medidas de capacidade vital forcada e volume
expiratorio forcado no primeiro segundo. A porcentagem de pacientes com infec¢do pulmonar
cronica por PA observada foi similar aos dados disponiveis na literatura, entretanto, a alta
incidéncia em pacientes jovens foi preocupante. O perfil de macrorrestricio do DNA
gendmico por PFGE se mostrou Util para definicdo de colonizacdo cronica/intermitente em
associacao com critérios clinicos e, juntamente com a deteccdo de mutacfes nos genes mucA e
mucD confirmaram transmissdo interpacientes. Foi observada alta ocorréncia dos genes de
fatores de viruléncia pesquisados para grande maioria dos isolados de pacientes crénicos. A
resisténcia aos antibioticos pesquisados dos isolados de P. aeruginosa foi baixa e esta de
acordo com a literatura nacional e internacional e com a antibioticoterapia adotada no
hospital. Ndo foi observada resisténcia aos carbapenémicos e as fluoroquinolonas devido a
presenca de genes de resisténcia plasmideais. As muta¢fes no gene mucA foram o principal
mecanismo de conversdo para o fendtipo mucoide e o fendtipo revertente ndo-mucoide
ocorreu principalmente por mutagdes no gene algT. Foram detectadas novas mutagcfes nos
genes mutS e mutL que também suportam a ideia que hipermutacdo em PA esta associada com
mutacdes do sistema mismatch de reparo do DNA. O sistema quorum sensing dos isolados
estudados esta parcialmente prejudicado devido as varias mutacdes no gene lasR, mas todos
conservam o gene rhIR intacto, que sustenta alguma atividade quorum sensing envolvida na
producdo de fatores de viruléncia importantes. Pacientes com infec¢do pulmonar crénica por
PA com isolamento de outros bacilos gram-negativos nao-fermentadores apresentaram maior
alteracdo da funcdo pulmonar quando comparados com pacientes com infec¢do pulmonar
crénica por PA com ou sem isolamento de Staphylococcus aureus. As alteracfes presentes no
operon algTmucABD, quorum sensing e hipermutabilidade contribuem para a cronicidade dos
pacientes com FC em relacdo a infecgé@o por P. aeruginosa.

Palavras-chave: Fibrose cistica, Pseudomonas aeruginosa, infecc¢do cronica.



ABSTRACT

CACADOR, N. C. Molecular epidemiology and adaptive genetic characteristics of
Pseudomonas aeruginosa related to chronic infection in patients with Cystic Fibrosis and
their correlation with clinical data. 2016. 77 f. Thesis (Doctoral). School of Pharmaceutical
Sciences of Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The chronic airway infection by P. aeruginosa (PA) is the leading cause of morbidity
and mortality in cystic fibrosis (CF) patients, due to continuous degradation of the pulmonary
tissue. This leads to decline in lung function, which is generated by the related infection and
inflammation. The aim of this study was to analyze genetic characteristics associated with the
adaptation of PA to the airways of patients with chronic pulmonary infection attended at the
CF Reference Center from the Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto — USP; and to correlate these findings with the results of molecular typing, antibiotic
resistance, chronicity and clinical data of patients in clinical follow-up from July/2011 to
April/2014. The genetic characteristics of isolates investigated includes the research of 18
virulence genes and the quorum sensing system genes (lasR and rhIR genes), association
between mutations and conversion to the mucoid phenotype (algTmucABD operon), and
characterization of hypermutable strains (mutS and mutL genes). Identification of PA was
performed by PCR and MALDI-TOF, which showed a high correlation. The patients’ clinical
data considered were: body mass index, Shwachman score, forced vital capacity measures and
forced expiratory volume in one second. The percentage of patients with chronic PA infection
observed was similar to the data available in the literature; however, a worrying high
incidence in young patients was noticed. The macrorestriction profile of genomic DNA by
PFGE proved to be useful to define chronic/intermittent colonization in association with
clinical criteria and it confirmed interpatient transmission, in combination with the detection
of mutations in the mucA and mucD genes. High occurrence of virulence genes was detected
for the vast majority of isolates from chronic CF patients. Antibiotic resistance for PA isolates
was low and is in accordance with national and international literature and antibiotic therapy
adopted in the hospital. There was no resistance to carbapenems and fluoroquinolones by the
presence of plasmid mediated resistance genes. Mutations in the mucA gene were the main
mechanism to conversion to mucoidy, and the non-mucoid revertants occurred mainly by
mutations in the algT gene. New mutations in mutS and mutL genes were detected, which
support the idea that hypermutation in PA is associated with mutations in the DNA mismatch
repair system. The quorum sensing system of the isolates is partially damaged due to several
mutations in the lasR gene, but all isolates maintain an intact rhIR gene, which holds some
quorum sensing activity with production of important virulence factors. Patients with chronic
PA infection with isolation of other non-fermenting gram-negative rods had greater change in
lung function compared with patients with chronic PA infection with or without isolation of
Staphylococcus aureus. The changes presented in the algTmucABD operon, quorum sensing
and hypermutability contribute to the chronicity of CF patients in relation to infection by P.
aeruginosa.

Keywords: cystic fibrosis, Pseudomonas aeruginosa, chronic infection.



ii
RESUMEN

CACADOR, N. C. Epidemiologia molecular y caracteristicas genéticas de adaptacion de
Pseudomonas aeruginosa causando infeccion crénica en pacientes con Fibrosis Quistica 'y
su correlacion con datos clinicos. 2016. 77 f. Tesis (Doctoral). Facultad de Farmacia de
Ribeirdo Preto — Universidad de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

La infeccion cronica de las vias aéreas por P. aeruginosa (PA) es la principal causa de
morbilidad y mortalidad en pacientes con FQ, debido a la continua degradacion del tejido
pulmonar, que lleva a la disminucién de la funcion pulmonar, generada por la infeccion y por
el proceso inflamatorio. El objetivo del presente estudio fue analizar caracteristicas genéticas
de la PA que llevan a su adaptacion a las vias aéreas de estos pacientes con infeccidn
pulmonar cronica, atendidos en el Centro de Referencia de FQ del Hospital das Clinicas de la
Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, y relacionarlas con resultados de tipificacion
molecular, resistencia a antibidticos, cronicidad y datos clinicos de los pacientes con
acompafiamiento clinico en el periodo de julio/2011 a abril/2014. Las caracteristicas genéticas
de los aislados investigados engloban una investigacion de 18 genes de virulencia y genes del
sistema quorum sensing (genes lasR y rhIR), la asociacion entre mutaciones y la conversion al
fenotipo mucoide (operon algTmucABD), y la caracterizacion de cepas hipermutantes (genes
mutS y mutL). La identificacion de P. aeruginosa fue realizada por PCR y MALDI-TOF, que
mostraron alta concordancia. Fueron considerados los datos clinicos de los pacientes: indice
de masa corporal, puntaje de Shwachman, medidas de capacidad vital forzada y volumen
espiratorio forzado en el primer segundo. El porcentaje de pacientes con infeccién pulmonar
cronica por PA observado fue similar al de los datos disponibles en la literatura, sin embargo,
la alta incidencia en pacientes jovenes fue preocupante. El perfil de macro-restriccion del
ADN gendmico por PFGE se mostrd util para la definicion de la colonizacion
cronica/intermitente en asociacién con criterios clinicos y, junto con la deteccion de
mutaciones en los genes, confirmaron la transmisién entre pacientes. Fue observada una alta
ocurrencia de los genes de factores de virulencia investigados en la gran mayoria de pacientes
cronicos aislados. La resistencia a los antibidticos investigados de los aislados por P.
aeruginosa fue baja y estd de acuerdo con la literatura nacional e internacional y con la
antibidticoterapia adoptada en el hospital. No fue observada resistencia a los carbapenémicos
ni a las fluoroquinolonas debido a la presencia de genes de resistencia en plasmidos. Las
mutaciones en el gen mucA fueron el principal mecanismo de conversion para el fenotipo
mucoide; y el fenotipo revertiente no-mucoide ocurri6é principalmente por mutaciones en el
gen algT. Fueron detectadas nuevas mutaciones en los genes mutS y mutL que también
soportan la idea de que la hipermutacién en PA estd asociada con mutaciones del sistema
mismatch de reparacion del ADN. El sistema quorum sensing de los aislados estudiados esta
parcialmente perjudicado debido a las varias mutaciones en el gen lasR, pero todos conservan
el gen rhIR intacto, lo cual sustenta alguna actividad quorum sensing envuelta en la
produccion de factores de virulencia importantes. Los pacientes con infeccion pulmonar
crénica por PA con aislamiento de otros bacilos gramnegativos no fermentadores presentan
mayor alteracion de la funcién pulmonar cuando comparados con pacientes con infeccion
pulmonar crénica por PA con o sin aislamiento de S. aureus. Las alteraciones presentes en el
operon algTmucABD, quorum sensing y la hipermutabilidad contribuyen a la cronicidad de
los pacientes con FQ en relacion con la infeccion por P. aeruginosa.

Palabras-clave: Fibrosis quistica, Pseudomonas aeruginosa, infeccion cronica.
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1.1. Fibrose cistica

Fibrose cistica (FC) é uma doenca hereditaria autossémica recessiva que acomete
principalmente a populacdo de raca branca. Trata-se de uma doenca com baixa taxa de
sobrevida, na qual somente metade dos pacientes sobrevive até a terceira década de vida. Ela
ocorre devido a mutagdes no gene cftr (do inglés Cystic Fibrosis Transmembrane condutance
Regulator), que leva a codificagdo de proteina CFTR modificada ou até mesmo a sua
auséncia. A proteina CFTR é responsavel pelo efluxo de cloreto (CI°), sédio (Na) e agua
através da membrana celular, e consequentemente, responsavel pela manutencéo do equilibrio
ibnico e osmatico da célula. Alteragbes em sua atividade, por mutacdo levam a disfuncao das
glandulas de secrecdo exdcrina, caracterizando a doenga como cronica, complexa e grave,
pois compromete o0s sistemas digestivo, respiratorio e reprodutor (ANTUNES, 2009;
RODRIGUES et al., 2008). Apesar das manifestacdes clinicas da doenca serem variaveis, 80
a 95% dos pacientes sucumbem devido a insuficiéncia respiratoria (LYCZAK; CANNON;
PIER, 2002).

Em condi¢des normais de saude, a superficie das vias aéreas € coberta por uma fina
pelicula de liquido, chamado fluido periciliar, que desempenha papel fundamental na
depuracdo mucociliar. O fluido periciliar também esta envolvido na captura e remoc¢édo de
patdgenos inalados sem desencadear resposta imunoldgica inata. Nos pulmdes de pacientes
com FC, este fluido é mais fino do que em condi¢BGes normais e desidrata como resultado da
funcdo CFTR deficiente. O cloreto ndo é eliminado e para compensar esse excesso e manter o
equilibrio i6nico a célula absorve sodio e agua, levando a desidratacdo da superficie celular.
Isto resulta na secrecdo de muco mais espesso do que em individuos normais e uma drastica
diminuicdo na sua remocdo, que podem facilitar colonizagdo/infeccdo bacteriana crénica e
também inflamacdo. Consequentemente, ocorre um ciclo vicioso de retencdo de muco,
infeccdo e inflamacdo. Os sintomas respiratorios mais comuns em pacientes com FC sdo
devidos a deterioracdo progressiva da funcdo pulmonar por infeccBes patogénicas cronicas,
principalmente por Pseudomonas aeruginosa com fendtipo mucoide (CANTON; DEL
CAMPO, 2010; RATJEN, 2009).

1.2. Fibrose cistica e Pseudomonas aeruginosa
Os microrganismos que mais acometem as vias aereas dos pacientes com FC s&o
Staphylococcus aureus, P. aeruginosa e bactérias do Complexo Burkholderia cepacia (CBc).

Outros microrganismos também tém sido isolados destes pacientes, sdo os chamados
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patdgenos emergentes (oportunistas), mas a importancia clinica destes isolados ainda esta
sendo investigada (LYCZAK et al., 2002). Os pacientes mais jovens (até a primeira década de
vida) costumam ter infeccbes causadas por S. aureus, Haemophilus influenzae e,
ocasionalmente, por P. aeruginosa. Quando o0s pacientes atingem a adolescéncia, P.
aeruginosa passam a ser mais frequentes como agentes de infeccdo nestes pacientes. As
infeccbes por P. aeruginosa podem se tornar cronicas, principalmente devido ao fenotipo
mucoide, que ocorre pela producéo de capsula polissacaridica (alginato mucoide) que protege
a bactéria da fagocitose e acdo de antibidticos, podendo ainda fixa-la as superficies celulares,
sobretudo em pacientes com FC (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009; ZOCCOLI et
al., 2009). A infeccdo crbnica das vias aéreas por P. aeruginosa é a principal causa de
morbidade e mortalidade em pacientes com FC, devido a continua degradacdo do tecido
pulmonar, que leva ao declinio da funcdo pulmonar, devido em parte pela infeccdo e em parte
pelo processo inflamatdrio gerado (BURMOLLE et al., 2010).

Com o intuido de eliminar P. aeruginosa ndo-mucoide e evitar (ou adiar) a transi¢do
para o fenotipo mucoide, o uso prolongado de antibidticos é inevitavel. No entanto, o uso
continuo destas drogas, pode selecionar naturalmente bactérias resistentes (MARTHA et al.,
2010). P. aeruginosa possui notavel resisténcia intrinseca a diversas classes de
antimicrobianos, restringindo as op¢des de antibioticoterapia. Em adicdo a esta caracteristica,
mutacBes em genes conferindo fenotipo de resisténcia e aquisicdo horizontal de genes de
resisténcia carreados por plasmideos tém contribuido amplamente para a selecdo de P.
aeruginosa multirresistentes. Os principais mecanismos de resisténcia desta bactéria sdo: (i)
alteracdo na permeabilidade da membrana externa que dificulta ou impede a entrada do
antibidtico na célula, (ii) hiperexpresséo de sistemas de efluxo que excretam o antibidtico do
interior para o exterior da célula, (iii) alteracdo do sitio alvo que dificulta ou impede a ligacédo
do antibidtico e (iv) producdo de enzimas que degradam ou inativam o antibi6tico, como por
exemplo as B-lactamases, que degradam antibioticos B-lactdmicos (HENRY; SPEERT, 2011,
NORMARK; NORMARK, 2002). As carbapenemases constituem o grupo mais versétil de j3-
lactamases, tendo capacidade de hidrolisar praticamente todos os antibidticos B-lactamicos,
com destaque para a classe dos carbapenémicos (QUEENAN; BUSH, 2007). A resisténcia as
quinolonas em P. aeruginosa é normalmente causada por mutacGes cromossémicas e por
hiperexpressdo de sistemas de efluxo. Atualmente, genes de resisténcia as quinolonas
mediados por plasmideos tém sido crescentemente reportados em enterobactérias. A pesquisa

desses genes em Pseudomonas tem sido pouco realizada e/ou relatada, merecendo maior
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atencdo, pois, a ampla utilizacdo do antibidtico ciprofloxacina (fluoroquinolona) no
tratamento de infecgdes por esta bactéria contribuiria para a selecdo desses determinantes de
resisténcia (COBAN et al., 2011).

1.3. Infeccdo cronica por P. aeruginosa e o fenotipo mucoide

O inicio da infec¢do cronica das vias aéreas por P. aeruginosa em pacientes com FC é
geralmente precedido por um periodo de recorrente colonizacdo intermitente das vias aéreas,
na maioria das vezes por linhagens ambientais (FOLKESSON et al., 2012). Durante a
infeccdo pulmonar crénica, P. aeruginosa é capaz de persistir e sobreviver por décadas sob
pressdo seletiva imposta por resposta inflamatoria oscilante, exposicéo continua a antibioticos
e disponibilidade varidvel de nutrientes. Isto é devido principalmente a um modo de
crescimento em biofilme com contribuicGes de fatores de viruléncia, tais como alginato, e
evolucdo adaptativa mediada por variacdo genética. As condicGes de estresse encontradas por
P. aeruginosa levam a mutagfes nos genes reguladores globais, como mucA e lasR, e essas
linhagens acabam sendo selecionadas durante a fase de adaptacdo (BJARNSHOLT; JENSEN;
etal., 2010; FOLKESSON et al., 2012; YANG et al., 2011).

Tem sido demonstrado que estas condigOes de estresse, que ocorrem nos pulmdes de
fibrocisticos, podem afetar a producdo de alginato. Uma vez que a bactéria se torna mucoide é
muito dificil erradicar a infeccdo, devido ao modo de crescimento em biofilme
(BJARNSHOLT; TOLKER-NIELSEN; et al., 2010; BURMOLLE et al., 2010).
Clinicamente, a presenca do fendtipo mucoide esta associada a um pior progndstico, devido a
deterioracdo progressiva da funcdo pulmonar (CANTON; DEL CAMPO, 2010). A principal
caracteristica do fen6tipo mucoide é a producdo do exopolissacarideo alginato, uma camada
espessa de mucopolissacarideo. Isolados mucoides e ndo-mucoides de pacientes com FC tém
mostrado grande heterogeneidade fenotipica, incluindo morfologia da coldnia, resisténcia aos
antibidticos e capacidade de formacéo de biofilme (CIOFU et al., 2008).

Para melhor compreenséo da formacao de biofilme é importante ressaltar que o operon
de biossintese do alginato esta sob o controle do promotor algD, o qual é controlado por
genes de varios loci (Figura 1). Uma proteina importante na regulacdo algD é AlgT (também
conhecida como AlgU ou ¢??), o fator sigma alternativo, que induz a expressdo algD e
aumenta a expressdo de proteinas reguladoras que aumentam a transcrigdo de algD (WOQOD;
OHMAN, 2015). O gene algT pertence a um operon com quatro outros genes, mucABCD.

MutacGes em mucA, mucB ou mucD podem levar & conversdo para o fendtipo mucoide,
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sugerindo que os produtos destes genes tém efeito regulador negativo sobre algT (CIOFU et

al., 2008; SAUTTER et al., 2012). Os isolados com muta¢Ges em mucA apresentam fendtipo

altamente mucoide, enquanto mutantes em mucB ou mucD sdo levemente mucoides e

apresentam producao de alginato durante crescimento em meios especificos, com indutores de

alginato

Figura 1.

(BOUCHER et al., 1996; MATHEE; MCPHERSON; OHMAN, 1997).
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lustragdo da complexa regulacdo de producgdo de alginato. Resumidamente: A produgdo de alginato é
controlada pelo operon algD. A expressdo de algD é regulada por AlgR, AlgB, AmrZ e fator sigma
AlgT/U. A atividade de AlgT é inibida por MucB, MucD e pelo fator antissigma MucA. A atividade
de MucA é regulada por MucD (entre outras proteases). Em uma linhagem com mutacdo em mucA,
como PDO300 (PAOmMucA22), a inibicdo de AlgT por MucA, MucB e MucD é removida. AlgT livre
ativa todos os genes no regulon alg: operons fimS-algR, algB-kinB, amrZ/algZ e algD, inclusive a si
mesmo. Fonte: SAUTTER et al., 2012.

Em adicdo a producdo de alginato, AlgT regula grande nimero de resposta ao estresse e

genes associados a viruléncia e, também, esta envolvida na regulacdo da motilidade em P.

aeruginosa (FOLKESSON et al., 2012). Portanto, quando AlgT ndo é controlada, ou seja,

estd em excesso, representa vantagem seletiva a bactéria e aparenta ser vital para que esta seja

capaz de persistir em pacientes com FC com infeccdo cronica (SCHURR et al., 1994). No

entanto, € comum observar P. aeruginosa mucoide em co-infeccdes com revertentes, isolados

ndo-mucoides que contém mutacdo em mucA. Os revertentes podem ocorrer por mutagoes

secundarias em algT ou em outros genes reguladores do alginato (CIOFU et al., 2008).
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1.4. Fendtipo bacteriano hipermutante

Considera-se que a hipermutabilidade desempenha papel importante na evolugéo
adaptativa das bactérias, em particular em doencas infecciosas. O acimulo de mutacgdes leva a
alteracdes fenotipicas em isolados de pacientes com FC, como aumento da producdo de
alginato e ocorréncia do fenotipo mucoide, perda de motilidade, perda do sistema quorum
sensing, reducdo da viruléncia, capacidade reduzida de formacdo de biofilme in vitro e
aumento da resisténcia aos antibioticos (CIOFU et al., 2010; CIOFU et al., 2005).

Um dos mecanismos mais importantes de reparo do DNA em bactérias € o sistema
MMR (do inglés, mismatch-repair system), que inclui os genes mutS e mutL. A inativacdo
deste sistema conduz ao aumento da taxa de mutagdo, devido a sua incapacidade para reparar
erros no pareamento de bases nucleotidicas de forma eficiente. A remocédo do sistema MMR
aumenta a frequéncia de transferéncia horizontal de genes, mecanismo importante de
aquisicdo de resisténcia aos antibidticos em bactérias (LUTZ, L. et al., 2013; OLIVER,
2000). Estudos tém mostrado que a prevaléncia de P. aeruginosa hipermutantes aumenta com
a persisténcia da infeccdo crbnica devido a selecdo positiva de mutantes nos pulmdes destes
pacientes (CIOFU et al., 2005; MENA et al., 2008).

A inativagdo do sistema MMR também favorece o aparecimento in vitro de variantes
fenotipicas consideradas marcadores tipicos de infeccdo nos pulmdes de pacientes com FC,
como o fenoétipo mucoide, devido a mutagdes no gene mucA e perda de sistema quorum
sensing, devido a mutacdes nos genes las e rhl (BJARNSHOLT; JENSEN; et al., 2010;
CIOFU et al., 2010).

1.5. Fatores de viruléncia em Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa pode sobreviver nos pulmdes de pacientes fibrocisticos por anos e sofrer
diversas adaptacOes para este ambiente, incluindo caracteristicas de viruléncia citadas abaixo
e a conversdo para fendtipo mucoide (WILLIAMS; DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010).

Fatores de superficie bacterianos como lipopolissacarideo (LPS), pili e flagelo, assim
como processos ativos como quorum sensing, formacgdo de biofilme e secre¢do de toxinas
(exotoxinas e citotoxinas) sdo determinantes de viruléncia que causam impacto nas infecgdes.
A interacdo desses determinantes com o sistema imune do hospedeiro controla a sinalizagédo
de moléculas, modula a resposta do hospedeiro, o que impacta na gravidade da doenca devido
a influéncia na taxa de depuragdo bacteriana e por causar dano colateral aos tecidos do

hospedeiro. OQutros fatores de viruléncia também sdo secretados, como piocianinas
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(pigmentos), proteases (elastases, por exemplo) e fosfolipases ndo especificas
(VEESENMEYER et al., 2009).

Os fatores de viruléncia sdo requeridos nas infeccGes agudas, no entanto, durante as
infeccdes cronicas eles podem sofrer mutacdes ou regulacdo. A explicacdo para este fato é,
presumivelmente, a evasdo da resposta imune do hospedeiro, pois este reconhece diversos
fatores de viruléncia e tenta eliminar as células que os produzem, selecionando, portanto, as
células que possuem mutacGes nos fatores ou reguladores de viruléncia, ou ainda, que
simplesmente regulam a expresséao destes fatores (SMITH et al., 2006).

Presenca de genes que determinam fatores de viruléncia, presenca de mutacdes que
afetam a biossintese, expressdo e/ou regulacdo génica e tipagem pela analise de
macrorrestricdo do DNA genémico, fornecem dados que englobam a epidemiologia molecular
bacteriana e contribuem grandemente para a qualidade da analise da variabilidade genética

dos isolados.
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2.1. Objetivo geral

Analisar caracteristicas genéticas de P. aeruginosa que levam a sua adaptacdo as vias
aéreas de pacientes com FC, com infeccdo croénica, atendidos no Centro de Referéncia em FC
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP) da
Universidade de Sdo Paulo (USP) e relacionar com resisténcia a antibiéticos, dados clinicos e

de tipagem molecular.

2.2. Objetivos especificos

e Confrontar a identificacdo de P. aeruginosa por PCR e MALDI-TOF;

e Investigar a similaridade gendmica dos isolados para avaliacdo de cronicidade e
presenca de clones relacionados ou predominantes;

e Auvaliar a ocorréncia de pacientes com colonizacgéo crénica por P. aeruginosa;

e Avaliar fenotipica e molecularmente a resisténcia aos antibioticos carbapenémicos e
quinolonas em P. aeruginosa;

¢ Investigar a presenca de genes de viruléncia e do sistema quorum sensing;

e Auvaliar a associacdo entre mutagdes e conversao para fenotipo mucoide;

e Caracterizar linhagens bacterianas hipermutantes;

e Correlacionar os resultados obtidos com os dados clinicos dos pacientes.



3. MATERIAL E METODOS
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Este projeto foi aprovado, em 2011, pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
FCFRP-USP sob 0 n® 210 (Anexo 1) com concordancia do CEP do HCFMRP-USP (Anexo
2). Os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 3) foram obtidos por

escrito dos pacientes ou de seus responsaveis.

Parte |

A primeira fase deste estudo foi desenvolvida no Laboratorio Especial de Bacteriologia
e Epidemiologia Molecular (LEBEM) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (FCFRP-USP) sob orientacdo da professora Ana Lucia da Costa Darini. Nesta parte do
estudo foram analisados 92 pacientes com FC atendidos no HCFMRP-USP, no periodo de
julho de 2011 a outubro de 2012.

3.1. Pacientes e dados clinicos

Todos os pacientes foram diagnosticados com FC a partir da realizacdo de duas
dosagens alteradas de cloro no suor, obtidas pelo método da iontoforese por pilocarpina
(GIBSON; COOKE, 1959), e apresentavam quadro clinico de FC, com pelo menos uma
alteracdo clinica caracteristica. Todos os pacientes estavam em acompanhamento clinico.

O indice de massa corpérea (IMC) e o escore de Shwachman (SS) foram obtidos a cada
consulta, mas somente os valores obtidos proximos ao isolamento bacteriano foram incluidos
no estudo (SHWACHMAN; LEUBNER; CATZEL, 1955). O SS ¢ o sistema de pontuacéao
clinico-radiolégico mais utilizado em FC para avaliacdo da gravidade da doenca; esse indice
quantifica as modificacdes radioldgicas, de bem-estar e do peso e permite comparéa-las em
avaliacdes consecutivas (SANTOS et al., 2004; STOLLAR etal., 2011).

Foram consideradas exacerbacdes quando o paciente apresentava pelo menos um dos
seguintes sinais: aumento da tosse, da producdo de escarro ou modificacdo de suas
caracteristicas, febre ndo relacionada a outro fato clinico, perda de peso ndo associada a ma-
absorcdo, alteracdo da ausculta respiratoria ou queda acentuada da funcdo pulmonar
(BILTON et al., 2011).

A funcdo pulmonar foi medida em espirdmetro sob selo d'agua nos pacientes acima de 6
anos de idade, pelo menos uma vez ao ano, de acordo com as normas internacionais da

American Thoracic Society (MILLER et al., 2005). Foram consideradas as medidas de
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capacidade vital forcada (CVF) e volume expiratdrio forgado no primeiro segundo (VEF1),
em porcentagens do previsto, analisadas de acordo com Sherrill e colaboradores (1992).

3.1.1.Critério de infeccéo cronica

Os pacientes foram considerados com infecgdo cronica por P. aeruginosa quando
atendiam a algum destes critérios: i) isolado com fendtipo mucoide; ii) pelo menos trés
culturas positivas para P. aeruginosa, com espaco de pelo menos um més entre elas em um
periodo de 6 meses (CANTON et al., 2005), com presenca de isolados persistentes, ou seja,
isolados geneticamente relacionados (FERNANDEZ-OLMOS et al., 2013); iii) isolamento
continuo desta bactéria em periodo de 6 meses anterior ao periodo do estudo (LEE et al.,
2004).

3.2. Isolados bacterianos

Foram estudadas P. aeruginosa isoladas de escarros provenientes de pacientes com
FC. Ainda no hospital, as amostras de escarro foram semeadas diretamente em placas
contendo meio de cultura ndo seletivo dgar Miller-Hinton (Oxoid) acrescido de 5% de sangue
de carneiro (&4gar sangue - AS) e meios de cultura seletivos, agar MacConkey (MC - Oxoid),
Pseudomonas Agar Base (PAB - Oxoid) e Burkholderia cepacia Selective Agar (BCSA -
Oxoid)}. A semeadura foi realizada pela técnica de esgotamento por estrias e as placas foram
incubadas no LEBEM em aerobiose a 37°C, por periodo de 24 a 72 horas. Foram
considerados como ‘“cultura negativa” placas de meios de cultura sem crescimento de
microrganismos apos 5 dias de incubacao.

Foram estudados todos os morfotipos coloniais e todos foram avaliados quanto as
caracteristicas macroscopicas das colbnias puras isoladas e as caracteristicas microscopicas
pela coloragdo de Gram. Os isolados também foram identificados por testes bioquimicos
convencionais, como producéo da enzima oxidase e capacidade de fermentacdo/oxidagéo de
glicose (HENRY; SPEERT, 2011). Apos esta identificacdo fenotipica inicial, os isolados
considerados P. aeruginosa foram semeados em agar Miller-Hinton e cultivados por 18 a 24
horas a 37°C, sendo, entdo, transferidos para caldo BHI com glicerol a 15% e mantidos a -
80°C no LEBEM da FCFRP-USP.

1 Este meio de cultura é recomendado para bactérias do complexo B. cepacia, objetivo de outro projeto do
mesmo laboratério.
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3.2.1. ldentificagdo dos isolados

No LEBEM, com o objetivo de confirmar a identificacdo da espécie P. aeruginosa foi
realizada reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers especificos para
sequéncia do DNA ribossémico (rDNA) 16S, de acordo com Spilker e colaboradores (2004).

A extracdo do DNA genbmico foi realizada segundo o método de Bolano (BOLANO et
al., 2001) para uso do DNA na identificacdo da espécie de P. aeruginosa e nas pesquisas de
genes de resisténcia e viruléncia (itens 3.4 e 3.5).

A gquantificacdo e avaliacdo da pureza do DNA foram analisadas em espectrofotémetro
de luz ultravioleta com comprimentos de onda de 260nm e 280nm utilizando o aparelho
Nanodrop (Thermo Scientific), sendo a concentracdo do DNA fornecida em ng/uL. O DNA
foi diluido em agua W-3500 (Sigma) a concentracdo de 30ng/uL e armazenado a -20°C.

A PCR foi feita em volume final de 50uL: foi utilizada 4gua duplamente processada
“Qualidade PCR” q.s.p., solugdo tamponante de reacdo para concentracdo final 1x (Tris
20mM e KCI 50mM), 2mM de cloreto de magnésio (MgClz), 0,625U de Taqg DNA
polimerase, 0,2mM de cada um dos 4 nucleotideos (dNTP), 25pmol dos primers para
amplificacdo do gene alvo e 2uL de DNA. O termociclador utilizado foi Mastercycler

Gardient (Eppendorf).

3.3. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Foram selecionados para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos utilizando o
método de disco difusdo os isolados de um mesmo paciente com colonizagdo crbnica que
foram obtidos em intervalo de pelo menos 2 meses e isolados de uma mesma coleta que
apresentaram caracteristicas fenotipicas diferentes, como por exemplo, fenétipo mucoide (M)
e ndo-mucoide (NM), totalizando 75 isolados. Para analise estatistica foi considerado apenas
um isolado (o mais resistente) de P. aeruginosa por paciente. O teste foi realizado como
descrito e recomendado pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2013).

A leitura do antibiograma foi realizada apds 24 horas de incubacdo a 37°C. Os halos de
inibicdo foram medidos e os resultados avaliados de acordo com CLSI (2013). Os discos de
antimicrobianos (Oxoid) testados foram: ticarcilina-acido clavulanico (75/10ug), piperacilina-
tazobactam (100/10ug), ceftazidima (30ug), cefepima (30ug), imipenem (10ug), meropenem
(10ug), aztreonam (30ug), gentamicina (10ug), amicacina (30pg), tobramicina (10ug),

ciprofloxacina (5ug) e levofloxacina (5ug). Isolados ndo sensiveis a pelo menos um
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antibiético em trés ou mais classes antimicrobianas foram considerados multirresistentes
(MDR, do inglés multidrug-resistant) (MAGIORAKOS et al., 2012). O controle de qualidade
para o teste de sensibilidade foi feito com P. aeruginosa ATCC 27853.

3.4. Investigagéo de genes de resisténcia
Foram pesquisados, por PCR, genes codificadores de carbapenemases (blakec, blaspm,
blaive, blavim, blacim, blasiv e blanom.) € genes responsaveis pela resisténcia as quinolonas
mediados por plasmideos (PMQR, do inglés Plasmid-Mediated Quinolone Resistance: gnrA,
gnrB, gnrsS, aac(6_)-1b-cr e gepA) nos isolados ndo-sensiveis aos carbapenémicos imipenem e
meropenem e as quinolonas ciprofloxacina e levofloxacina, pelo método de disco-difusdo.

Foram utilizados pares de primers especificos, conforme exposto na Tabela 1.

Tabela 1. Pares de primers utilizados para pesquisa de genes de resisténcia aos carbapenémicos e quinolonas

Tamanhodo  Temperatura

Gene Par de Sequiéncia de nucleotideos . ..
- . produto da de annealing Referéncias
Amplificado primer (5-3) PCR (ph) (°C)
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC - (ELLINGTON et
blaie IMP-R CCAAACYACTASGTTATCT e al., 2007)
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 290 (ELLINGTON et
blavim VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 52 al., 2007)
SPM AAAATCTGGGTACGCAAACG - (ELLINGTON et
blagew SPM ACATTATCCGCTGGAACAGG 52 al., 2007)
SIM f TACAAGGGATTCGGCATCG 570 (ELLINGTON et
blasim SIM T TAATGGCCTGTTCCCATGTG 52 al., 2007)
GIM f TCGACACACCTTGGTCTG 77 (ELLINGTON et
blagim GIM Tt AACTTCCAACTTTGCCATGC 52 al., 2007)
KPC-f GTATCGCCGTCTAGTTCTGCTG (CLIMACO,
blaec KPC-r GTTGACGCCCAATCCCTCGA 860 61 2011)
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC (POIREL et al.,
blanow NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC 621 & 2011)
A QNRA-F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580 5 (CATTOIR et al.,
g QNRAR TGCCAGGCACAGATCTTGAC 2007)
B QNRB-F GGMATHGAAATTCGCCACTG o6 ” (CATTOIR et al.,
a QNRB-R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 2007)
- QNRS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 128 5 (CATTOIR et al.,
g ONRs-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 2007)
aac(6_)-Ib_F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA (PARK et al.,
aac(6_)-1b-cr aac(6_)-Ib_R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 482 %5 2006)
QEPA-F GCA GGT CCA GCA GCG GGT AG (BAUDRY etal.,

gepA QEPAR CTT CCT GCC CGA GTA TCG 300 61 2009)




3.5. Pesquisa de genes de viruléncia
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A pesquisa dos genes de viruléncia de P. aeruginosa foi realizada somente para um

isolado de cada paciente colonizado crénico (isolado mais resistente, mesmos do item 3.3.1).

A investigacdo foi feita por PCR utilizando pares de primers, especificos para cada gene, de

acordo com a Tabela 2. As condicdes para reagdo de amplificagcdo foram descritas acima (item

3.2.1).

Tabela 2. Pares de primers utilizados na deteccéo de genes de viruléncia

Gene Par de Sequéncia de nucleotideos Tamanhodo  Temperatura .
- . produto da de annealing Referéncias
Amplificado primer (5-3) PCR (pb) (°C)
_ algDF CGTCTGCCGCGAGATCGGCT (WOLSKA;
Alginato algDR GACCTCGACGGTCTTGCGGA 313 55 SZWEDA, 2009)
o exoYF TATCGACGGTCATCGTCAGGT (FINNAN et al.,
CBEPIE exoYR TTGATGCACTCGACCAGCAAG e 3 2004)
o exoTF CAATCATCTCAGCAGAACCC (FINNAN et al.,
Citotoxina exoTR TGTCGTAGAGGATCTCCTG 1,159 o4 2004)
o exoSF ATCCTCAGGCGTACATCC (FINNAN et al.,
Citotoxina exoSR ACGACGGCTATCTCTCCAC 328 e 2004)
Quorum lasIF ATGATCGTACAAATTGGTCGGC (SCHABER,
sensing lasIR GTCATGAAACCGCCAGTCG 605 50 2004)
ST lasRF ATGGCCTTGGTTGACGGTT (SCHABER,
S lasRR GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCCA iz 0 2004)
Quorum rhilF CTTGGTCATGATCGAATTGCTC (SCHABER,
sensing rhiIR ACGGCTGACGACCTCACAC 625 50 2004)
& thiRF CAATGAGGAATGACGGAGGC (SCHABER,
S rhiRR GCTTCAGATGAGGCCCAGC 730 <l 2004)
_ phzHF GGGTTGGGTGGATTACAC (FINNAN et al.,
Fenazina phzHR CTCACCTGGGTGTTGAAG 1,752 o1 2004)
_ phzMF ATGGAGAGCGGGATCGACAG (FINNAN et al.,
Fenazina phzMR ATGCGGGTTTCCATCGGCAG 875 e 2004)
_ phzSF TCGCCATGACCGATACGCTC (FINNAN et al.,
Fenazina phzSR ACAACCTGAGCCAGCCTTCC 1,752 63 2004)
lasBF ACAGGTAGAACGCACGGTTG (FINNAN et al.,
Elastase lasBR GATCGACGTGTCCAAACTCC 1,220 = 2004)
aprF TGTCCAGCAATTCTCTTGC (FINNAN et al.,
Protease aprR CGTTTTCCACGGTGACC 1,017 51 2004)
- pilAF ACAGCATCCAACTGAGCG (FINNAN et al.,
Fimbria pilAR TTGACTTCCTCCAGGCTG 1,675 & 2004)
o pilBF TCGAACTGATGATCGTGG (FINNAN et al.,
Fimbria pilBR CTTTCGGAGTGAACATCG 408 54 2004)
L-ornitina pVdAF GACTCAGGCAACTGCAAC (FINNAN et al.,
hidrolase PVdAR TTCAGGTGCTGGTACAGG 1,281 59 2004)
(pioverdina)
Fosfolipase C plcHF GCACGTGGTCATCCTGATGC (WOLSKA,;
hemolitica plcHR TCCGTAGGCGTCGACGTAC 608 55 SZWEDA, 2009)
Fosfolipase C plcNF TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG (WOLSKA,;
nio-hemolitica  PICNR TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC 481 35 SZWEDA, 2009)
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3.6. Eletroforese em campo pulsado

Com a finalidade de verificar a similaridade genémica das bactérias estudadas foi
analisado o perfil de macrorrestricdo do DNA gendmico dos isolados de P. aeruginosa gerado
com a enzima Spel, apds eletroforese em campo pulsado (PFGE, do inglés pulsed-field gel
electrophoresis). Foram selecionados isolados de um mesmo paciente que tiveram intervalo
de coleta de pelo menos 2 meses e isolados de uma mesma coleta que apresentaram
caracteristicas fenotipicas diferentes (mucoide e ndo-mucoide, com ou sem producdo de
pigmento, dentre outras).

A PFGE foi realizada segundo Gautom (1997) usando o aparelho CHEF-DRIII (BioRad).
Uma col6nia de cada isolado foi inoculada em 5 mL de caldo BHI e incubada a 37° C durante
24 horas. Uma aliquota de 1,5 mL da cultura foi transferida para um tubo eppendorf e
centrifugada por 2 minutos a 15.000 g. As células bacterianas foram lavadas com 500 pL da
solucéo PIV (10mM Tris, pH 8,0, 1,0M NacCl), centrifugadas e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi suspenso em 200 pL de solug¢do de suspensao, sendo 150 pL transferidos para
um novo tubo, que foi colocado em banho de agua a 45°C, durante 5 a 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 150 pL de agarose (2% Agarose Ultra Pure, Gbco BRL) para a
confeccdo dos blocos de agarose.

Os blocos de agarose foram colocados em tubos contendo 1 mL de solucéo de lise EC
(6 mM Tris, pH 8,0, 1 M NaCl, 100 mM EDTA pH 8,0; 0,2% deoxycolato de sddio, 0,5%,
0,5% N-laurylsarcosine), acrescentando-se lisozima e RNase a concentracdo final de 1 mg/mL
e 20 pg/mL, respectivamente. Os blocos foram incubados durante 4 a 5 horas a 37°C. Em
seguida a solugéo de lise foi retirada e foi adicionado 1 mL de solugdo tamponante ES
(EDTA, pH9,0; sarcosil 1%) acrescida de 1 mg/mL de proteinase K e os tubos foram
incubados a 50°C durante 18 a 24 horas. Os blocos foram lavados 5 vezes com 13 mL da
solugédo tamponante TE 1X (10 mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH8,0) com intervalo de 30
minutos para cada lavagem. Os blocos foram mantidos em solucdo tamponante TE, a 4°C, até
0 momento do uso.

Para a fragmentacdo do DNA, cada bloco foi colocado em 100 pL de solugdo
tamponante 1X concentrada da enzima Spel e mantida a 37°C por 30 minutos. Essa solugédo
foi desprezada e uma nova solucéo, preparada no momento do uso, acrescida de 27 U da
enzima de restri¢do Spel (Fermentas). A reacdo foi incubada em banho de agua a 37°C, por 18

a 20 horas.
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Para a corrida eletroforética, foram preparados 150 mL de gel de agarose 1% (Agarose
Ultra Pure, Gibco BRL) em TBE 0,5X (0,89 M Tris; 0,89 M acido borico; 0,25 M EDTA; pH
8,0). A eletroforese foi realizada em TBE 0,5X a temperatura de 14° C, voltagem de 6 V por
centimetro e pulsos de 5-40 por 24 horas no aparelho CHEF-DRIII (BioRad).

Apos a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio a 1 ug/mL, por 30 minutos,
e descorado em &gua por mais 30 minutos, sendo, em seguida, observado e fotografado
utilizando o sistema Alphalmager® (Alpha Innotech).

O perfil eletroforético de macrorrestricdo foi analisado visualmente e as interpretacdes

realizadas de acordo com critérios sugeridos por Tenover e colaboradores (1995).

3.7. Analise estatistica
Foi utilizado teste “t de Student” com correcdo de Welch para comparagdo entre grupos
de pacientes com infeccdo cronica por P. aeruginosa que apresentaram ou nao isolamento de
S. aureus e pacientes com infecgdo cronica por P. aeruginosa que apresentaram outros BGN-
NF (conforme item 3.2.), para as medidas de CVF%, VEF1%, nimero de exacerbacdes, IMC
e SS. Foram estabelecidos intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5%. A

andlise estatistica foi realizada utilizando programa GraphPad Prism verséo 5.

Parte 11

Na segunda fase deste estudo foram incluidos novos isolados provenientes de escarro de
pacientes com FC atendidos no HCFMRP-USP, até abril 2014, totalizando 98 pacientes. Os
isolados foram enviados ao LEBEM pelo Laboratério de Mibrobiologia do HCFMRP-USP ja
identificados pelo sistema Vitek® 11 versdo 5.04 como P. aeruginosa. No LEBEM foram
feitas confirmacgdo da pureza e confirmacdo da espécie por PCR (de acordo com item 3.2.1).
A analise do perfil de macrorrestricdo do DNA genbémico foi realizada de acordo com item
3.6.

Nesta segunda parte, para alcancar os objetivos propostos, uma nova selecdo dos
isolados foi realizada, com isolados mucoides e ndo-mucoides de pacientes com infeccéo
pulmonar cronica.

Esta fase do estudo foi desenvolvida na Universidade de Copenhague, Dinamarca, sob a

supervisdo do professor Niels Haiby.
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3.8. Identificacéo dos isolados por espectrometria de massa MALDI-TOF

A espectrometria de massa por MALDI-TOF (do inglés, matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight) também foi utilizada para confirmar a identificacdo de P.
aeruginosa.

Uma Unica col6nia pura de cada isolado foi depositada diretamente sobre a placa de ago
inoxidavel (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany), e 1 puL da solu¢do matriz (acido o-
ciano-4-hidroxicinamico diluida em acetonitrila 50% e de acido trifluoroacético 2,5%) foi
adicionado as amostras, sendo a placa deixada a temperatura ambiente para secagem. Foi
utilizado espectrometro de massa MALDI-TOF LT Microflex Bruker equipado com laser de
337 nm de nitrogénio no modo linear controlado pelo programa computacional FlexControl
(Bruker Daltonics). Espectros de massa foram coletados na faixa de massas de 2.000-
20.000m/z. Os espectros obtidos foram analisados pelo programa MALDI Biotyper 3.1
(Bruker Daltonics). O algoritmo utilizado pelo MALDI Biotyper confronta os espectros da
amostra desconhecida com amostras referéncia contidas em um banco de dados de referéncia.
O procedimento de analise considera as massas e as intensidades relativas dos espectros
desconhecidos, liberando a identificagdo dos microrganismos com zonas e escores
(LARTIGUE et al., 2009):

1) 3.000 — 2.300 — Género e espécie confiavel (Zona verde)

2) 2.299 — 2.000 — Género confiavel e espécie provavel (Zona verde)
3) 1.999 — 1.700 — Género provavel (Zona amarela)

4) <1.699 — Né&o confidvel (Zona vermelha)

3.9. Investigacao dos fenétipos de producéo de alginato

O fendtipo de producdo de alginato foi realizado somente para os isolados de pacientes
com FC com infecgdo pulmonar cronica. Primeiramente o fendtipo foi determinado em placas
de &gar Chocolate (Statens Serum Institute) ou agar Blue (meio seletivo Conrad Drigalski
modificado para isolamento de BGN, Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark).
Posteriormente, a producgédo de alginato foi avaliada em placas de LB (Luria Bertani, BD
Difco) e PIA (Pseudomonas isolation agar, BD Difco), que contém triclosan, um forte
indutor de alginato. Com base nos fendtipos apresentados em PIA e agar LB, os isolados
foram classificados como tipo I: mucoide em ambos os meios, tipo II: mucoide em PIA, mas

ndo-mucoide em LB, tipo Ill: ndo-mucoide em ambos, e tipo IV: producdo fraca mas
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detectavel de alginato em ambas as placas apds > 4 dias de incubagdo (CIOFU et al., 2008;
SCHURR et al., 1994).

3.10. Analise da sequéncia do operon algTmucABD

A extracdo de DNA foi realizada utilizando kit comercial (Gentra Puregene, Qiagen), de
acordo com o fabricante. Para amplificacdo por PCR e sequenciamento dos genes algT, mucA,
mucB e mucD, foram utilizados primers previamente descritos (CIOFU et al., 2008). A
amplificacdo por PCR do operon algTmucABD foi realizada utilizando DYNAzyme EXT
DNA polimerase (Thermo Scientific). Apos purificagdo (Wizard Genomic DNA Purification
kit, Promega), os produtos de PCR foram sequenciados (sequenciador automéatico de DNA
Macrogen ABI3700) e os resultados foram comparados com a sequéncia da linhagem padréo
P. aeruginosa PAO1 (www.pseudomonas.com) utilizando o programa ChromasPro versao
1.7.6 (Technelysium Pty Ltda), a fim de determinar a ocorréncia de variagdes na sequéncia do
operon. Substitui¢cdes sindbnimas (mutacOes silenciosas) ndo foram apresentadas neste estudo.

Uma vez que mutacbes em mucB e mucD levam a um fendtipo levemente mucoide,
alteracdes na sequéncia desses genes foram apenas investigadas em isolados previamente

classificados como producdo tipo 1V de alginato (conforme item 3.9).

3.11. Determinacdo da concentracao inibitoria minima
A determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos para os isolados
de P. aeruginosa foi realizada utilizando fitas MIC Test Strip (Liofilchem), seguindo
orientagdo do fabricante, para o0s seguintes antimicrobianos: piperacilina-tazobactam,
ceftazidima, imipenem, meropenem, aztreonam, tobramicina, amicacina, ciprofloxacina e
colistin. Os pontos de corte do EUCAST 2015 (www.eucast.org) foram utilizados para a

interpretacdo dos valores da CIM.
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3.12. Investigacdo de mutabilidade

3.12.1.  Frequéncia de mutacéo

A frequéncia de mutacdo foi determinada apOs exposicdo a rifampicina. Os isolados
bacterianos foram cultivados por aproximadamente 18 horas em 20 mL de caldo LB e
posteriormente foram centrifugados a 10.000g por 10 minutos. O precipitado foi suspenso em
1 mL de caldo LB e foram realizadas dilui¢Ges seriadas. Um volume de 100 uL das dilui¢es
0, 10, 102, 102 e 10 foi plaqueado em &gar LB contendo 300 ug/mL de rifampicina. O
namero de UFC (unidades formadoras de colénia) foram determinadas ap6s incubagéo a 37°C
por 48 horas. O numero de mutantes foi calculado para cada amostra da seguinte forma:
namero de colénias com crescimento em LB acrescido de rifampicina dividido pelo nimero
de colénias em LB sem o antimicrobiano e considerando o fator dilucional (BJARNSHOLT;
JENSEN; et al., 2010; CIOFU et al., 2010).

Os isolados foram classificados de acordo com a frequéncia de mutagdo (f) em:
fortemente aumentada (Hp) quando f foi 20 vezes a frequéncia de mutacdo de P. aeruginosa
PAOL, ou seja, > 2 x 107; fracamente aumentada (wHp) quando f foi < 2x 107 e>2x 10%e
ndo-aumentada (nHp) quando f foi < 2 x 10®, como proposto por Ciofu e colaboradores
(2010). Uma amostra foi considerada hipermutavel quando a frequéncia de mutacdo foi

fortemente aumentada (Hp).

3.12.2.  Sequenciamento de genes anti-mutacao
As sequéncias dos genes anti-mutacdo mutS e mutL foram investigadas nos isolados
classificados como Hp (de acordo com item anterior). Os primers utilizados para amplificacédo

e sequenciamento foram os mesmo descritos por Ciofu e colaboradores (2010).

3.13. Sequenciamento de genes do sistema quorum sensing
Os isolados selecionados para esta fase tiveram os genes relacionados com o sistema
quorum sensing (lasR e rhIR) investigados por PCR, e os produtos da amplificacdo foram
purificados e sequenciados. Os conjuntos de primers utilizados para amplificacdo e
sequenciamento dos genes foram os mesmos descritos anteriormente (CIOFU et al., 2010;
YANG et al., 2011).



4. RESULTADOS
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Parte |
4.1. Pacientes e isolados bacterianos

Na primeira fase do estudo foram atendidos no HCFMRP-USP 92 pacientes com FC.
Destes, 71 tiveram mais do que uma amostra coletada e 10 pacientes tiveram culturas
negativas. Dos pacientes estudados, 52 apresentavam pelo menos uma cultura com
crescimento de P. aeruginosa, entre os quais 31 (34% de pacientes com FC) foram
considerados cronicamente infectados por esta bactéria.

A idade média dos pacientes com infec¢do crénica foi de 14,7 anos e 58% (18/31) eram
homens. O valor médio da CVF, em % do previsto, foi de 72 (30-107) e de VEF1% foi de 56
(27-103), que é baixa, mas ha pacientes com valores extremamente preocupantes, como 27%.
Em média, 2 exacerbacdes por ano foram observadas. O escore de Shwachman apresentou
niveis baixos, com uma média de 65,6, valores minimo e méaximo de 40 e 90, o IMC foi muito
perto dos valores normais, com uma média de 19, minimo de 14,2 e maximo de 29.

Dentre os pacientes cronicos, 18 (58%) apresentaram P. aeruginosa mucoide, entretanto
50% dos isolados com este fendtipo foi encontrado em pacientes jovens, com menos de 18
anos (Tabela 3). De 75 isolados, 29 (38,7%) eram mucoides e 46 (61,3%) ndo-mucoides. Em
geral, os pacientes com infeccdo cronica por P. aeruginosa apresentaram isolamento
concomitante de outras bactérias, 74,2% (23/31, Tabela 4).

Em relacdo aos dois grupos, de acordo com isolamento de PA isoladamente ou em
associagdo com S. aureus e PA com BGN-NF, a fun¢@o pulmonar foi menor (p < 0,05) nos
pacientes que apresentaram isolamento concomitante de BGN-NF, como Achromobacter sp. e

Burkholderia spp. No entanto, para os outros parametros clinicos ndo foi observada diferenca

significativa.
Tabela 3. Distribuicdo por faixa etéria dos pacientes e isolamento de P. aeruginosa em amostras
de escarro
Pacientes P. aeruginosa (PA)

Idade NUmero Cultura positiva  Colonizados cronicos . . . 1
(anos) Investigado para PA (%) por PA (%) Mucoide/Ndo-mucoide (%)
0-5 33 15 (45) 5 (15) 1/4 (20/80)

6-10 24 13 (54) 7(29) 413 (57/43)
11-17 19 14 (74) 9 (47) 4/5 (44/56)

>18 16 10 (62) 10 (62) 9/1 (90/10)
Total 92 52 (57) 31(34) 18/13 (58/42)

! Quando o paciente apresentou isolados com fendtipo mucoide e ndo-mucoide, somente o
isolado mucoide foi considerado devido & sua importancia
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Tabela 4. Dados clinicos de 31 pacientes com infeccdo cronica por P. aeruginosa e dados bacteriolégicos e
epidemiolégicos dos isolados de P. aeruginosa

Dados clinicos de pacientes cronicos Dados bacteriolégicos
Paciente  iforot angt CVF' VEFG S IMC Rttt
Pulsotipo” Fenotipo®
FC-92 4/M 1 - - 80 15,6 \Y NM PA
FC-40 9/F 2 81 52 65 17 L/M M, NM PA
FC-44 12/M 1 99 103 75 20 N NM PA
FC-47 13/F 1 65 49 60 20 0 M, NM PA
FC-114 16/M 0 96 100 70 22,2 Y M PA
FC-1 18/F 2 50 29 60 19,2 AIA; M, NM PA
FC-22 20/F 2 71 61 55 19,4 "d" M PA
FC-3 39/M 4 65 37 40 23 C M, NM PA
FC-79 1M 2 - - 80 16,3 AlA; M, NM PA+ S. aureus
FC-28 5/M 1 - - 90 14,6 E, NM PA + S. aureus
FC-65 9M 4 67 32 60 16,4 B NM PA+ S. aureus
FC-73 9M 1 93 83 70 22,2 a NM PA + S. aureus
FC-104 9/F 0 90 79 90 16,7 X M, NM PA+ S. aureus
FC-2 10/M 4 102 99 65 15,8 B M PA + S. aureus
FC-9 12/F 2 102 89 75 23,7 D/E NM PA+ S. aureus
FC-58 12/F 4 30 27 40 14,2 "d" NM PA + S. aureus
FC-45 20/M 2 55 40 45 18,5 B M, NM PA+ S. aureus
FC-62 25/M 2 80 51 70 29 P M, NM PA + S. aureus
FC-64 31/F 2 107 97 70 27 Q M, NM PA+ S. aureus
FC-27 0,6/M 1 - - 95 17,7 H/H, NM PA + P. fluorescens
FC-71 5/M 1 - - 70 16,7 R NM PA + CBc
FC-38 6/F 5 40 25 40 15,4 K NM PA + S. aureus + CBc + A. denitrificans
FC-26 9/F 4 57 41 50 19 H/N, M, NM PA + S. aureus + A. xylosoxidans
FC-12 12/M 1 63 58 75 18,3 F M PA + S. aureus + CBc
FC-33 13/F 1 85 85 80 21 v NM PA + CBc
FC-78 17/F 2 49 32 60 17,7 S NM PA + A. xylosoxidans + S. maltophilia
FC-116 17/M 0 36 23 55 16 z M PA + CBc
FC-88 20/M 2 90 59 65 22 U NM PA + S. aureus + CBc
FC-84 23IM 1 65 29 75 18 T M, NM PA + CBc
FC-19 28/M 4 - - - - G M, NM PA +S. aureus + A. xylosoxidans
FC-96 31/F 2 53 30 45 22,4 w M, NM PA + A. xylosoxidans + A. denitrificans

! ldade = anos, F = feminino, M = masculino, 2 Exacerbacdes por ano, 3 CVF% = capacidade vital forcada
porcentagem do previsto, * VEF1% = volume expiratério forcado no primeiro segundo porcentagem do previsto,
5SS = escore de Shwachman, ¢ IMC = indice de massa corpdrea, ’ Pulsotipos de P. aeruginosa com mesma letra
sdo indistinguiveis ou altamente relacionados, “d” = DNA degradado, 8 M = mucoide, NM = ndo-mucoide , ° PA
= P. aeruginosa, Identificacdo pelo Vitek® Il versdo 5.04 (bioMérieux); CBc = complexo Burkholderia cepacia.
Para os dados clinicos de exacerbacdo, CVF%, VEF1%, SS e IMC foi realizada anélise estatistica (teste “t de
Student” com corre¢do de Welch) para comparagdo entre grupos de pacientes com infecgdo crénica por P.
aeruginosa que apresentaram ou ndo isolamento de S. aureus e pacientes com infecgdo crbnica por P.
aeruginosa que apresentaram outros BGN-NF.
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4.2. Sensibilidade aos antimicrobianos e genes de resisténcia

A sensibilidade antimicrobiana dos 75 isolados foi relatada como sensivel ou n&o-
sensivel (intermediario e resistente). Cinco pacientes apresentaram um total de 8 isolados
MDR (10,7%) durante o periodo do estudo. Estes pacientes, entre outros, foram aqueles que
apresentaram isolados com resisténcia ao imipenem e/ou ciprofloxacina e sofreram com
hospitalizacdes constantes (Apéndice 1 e 2). Genes que codificam resisténcia aos antibidticos
B-lactamicos ou genes de resisténcia as quinolonas mediada por plasmideos ndo foram
encontrados nos isolados que exibiram n&o-sensibilidade a pelo menos um dos
carbapenémicos (17 isolados) e fluoroquinolonas (18 isolados) testados.

Considerando apenas um isolado de P. aeruginosa por paciente, 39% (12) foram
sensiveis a todos os antibidticos testados, ao passo que 61% (19) foram nédo-sensiveis a pelo
menos um antibiotico. Os antibidticos tobramicina, meropenem e cefepima foram o0s mais
eficazes in vitro, 97%, 96% e 96%, respectivamente. As drogas menos eficientes foram
ticarcilina-acido clavulanico com 35% de nédo-sensibilidade, imipenem (26%), levofloxacina
(19%) e aztreonam (19%).
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Figura 2. Perfil de ndo-sensibilidade aos antimicrobianos testados. TIM, ticarcilina-&cido clavulanico;
TZP, piperacilina-tazobactam; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepima; IMI, imipenem; MEM,
meropenem; ATM, aztreonam; GEN, gentamicina; TOB, tobramicina; AMK, amicacina;
CIP, ciprofloxacina; LEV, levofloxacina; (n), nimero de isolados ndo sensiveis.
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4.3. Genes relacionados com fatores de viruléncia

Foram pesquisados 18 genes de viruléncia para 31 P. aeruginosa: gene algD que
codifica alginato; genes exoT, exoS e exoY que codificam proteinas efetoras do sistema de
secrecdo tipo Il envolvidos na lesdo pulmonar; genes lasl, lasR, rhll e rhIR que codificam o
sistema quorum sensing; gene apr que codifica protease alcalina secretada pelo sistema de
secrecdo tipo I, genes pilA e pilB que codificam um precursor fimbrial tipo 1V e uma proteina
motora, respectivamente; genes plcH e plcN que codificam fosfolipases C (hemolitica e nao-
hemolitica, respectivamente), genes phzH, phzM e phzS que codificam proteinas necessérias
para producéo de fenazinas, que causam morte celular; gene lasB que codifica enzima elastase
do sistema de secrecdo tipo Il e gene pvdA que codifica uma enzima (L-ornitina hidrolase) da
via biossintética da pioverdina.

Nenhum isolado apresentou todos o0s genes pesquisados. Todos o0s isolados
apresentaram os genes algD e lasl. Mais de 90% dos isolados apresentaram o0s genes exoT,
exoS, exaY, lasR, rhll, plcH, phzH e lasB. A grande maioria dos isolados apresentou 0s genes
plcN (90%) e rhIR (87%). Os genes apr, phzS e phzM foram detectados em porcentagem
muito menor de isolados, 71%, 55% e 55%, respectivamente, enquanto os genes pilA, pvdA e
pilB foram os menos encontrados nos isolados deste estudo (23%, 19% e 3%,
respectivamente) (Figura 1).
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Figura 3. Presenca de genes relacionados com fatores de viruléncia em 31 isolados de P. aeruginosa de
pacientes com FC com infeccdo cronica por esta bactéria atendidos no HCFMRP-USP.
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4.4. Similaridade genémica dos isolados

Setenta e cinco isolados de P. aeruginosa provenientes de 31 pacientes com colonizagéo
cronica foram tipados pela PFGE. Foram visualizados 29 perfis de macrorrestri¢do. Isolados
de um mesmo paciente apresentaram o mesmo pulsotipo ao longo do tempo — isolados
persistentes; 0 mesmo ocorreu com isolados de uma mesma coleta com morfologia colonial
diferente (M e NM) ou com teste de sensibilidade aos antimicrobianos diferentes. Quatro
pulsotipos relacionados foram observados entre 8 pacientes (Tabela 4), no entanto, um desses
pulsotipos (H) foi observado apenas uma vez em um dos pacientes (FC-26). Dois pacientes
(FC-26 e FC-40) apresentaram linhagens diferentes durante o periodo de estudo — isolados
ndo-persistentes; e um paciente (FC-9), que apresentou isolados de P. aeruginosa com
morfologias coloniais diferentes, provenientes de uma mesma coleta, estava, a0 mesmo
tempo, com duas linhagens diferentes.

Os isolados MDR, observados em cinco pacientes, apresentaram pulsotipos diferentes
(Apéndice 1).

Parte 11

4.5. Identificacdo dos isolados bacterianos
Dos 260 isolados identificados por PCR como P. aeruginosa, 255 tiveram a
identificacdo confirmada por MALDI-TOF, mostrando uma concordancia de 98% entre as
duas técnicas. Dos 5 isolados que divergiram na identificacdo, um foi identificado como
Stenotrophomonas maltophilia, outro como Pseudomonas sp. (escore 1.961) e trés como A.

xyloxosidans.

4.6. Distribuicdo em diferentes fenotipos de producao de alginato

A pesquisa da presenca do fenotipo de producdo de alginato foi realizada para 64
isolados provenientes de 40 pacientes cronicos, sendo 27 isolados M e 37 NM.

Foram selecionados 48 isolados M e NM (vinte e quatro pares) provenientes de 24
pacientes com FC com infeccdo pulmonar cronica por P. aeruginosa. Também foram
incluidos 13 isolados NM e 3 isolados M de pacientes fibrocisticos com infecgéo cronica, dos
quais apenas um fendtipo foi isolado no periodo do estudo.

Os resultados obtidos por PFGE foram utilizados para sele¢do dos isolados M e NM a

serem estudados, somente foram selecionados os pares de isolados M e NM que apresentaram
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perfis de macrorrestricdo (PFGE) semelhantes e, portanto, foram considerados geneticamente
relacionados.

Para os 24 pares de isolados M e NM observou-se que 96% dos mucoides mantiveram
seu fenotipo nestes meios, mostrando tipo | de producdo de alginato, enquanto apenas 37%
dos isolados ndo-mucoides mostrou tipo Il de producdo de alginato. Nenhum isolado
apresentou morfotipo 1l de producdo de alginato. No entanto, um isolado mucoide (4%) e
quinze nao-mucoides (63%) apresentaram uma pequena, mas detectavel producdo de alginato
apos prolongado periodo de incubacéo (7 dias), o que corresponde ao tipo de producéo tipo
IV de alginato (ver Figura 1, exemplos dos diferentes morfotipos de producdo de alginato).

Dos 13 isolados de P. aeruginosa NM de pacientes fibrocisticos com infeccdo crénica
que apresentaram apenas um fenotipo bacteriano, onze isolados (85%) mantiveram o seu
fenotipo em PIA e LB, mostrando producdo tipo Il de alginato, enquanto dois isolados
apresentaram morfotipo 1V de alginato. Dos trés isolados M de P. aeruginosa provenientes de
pacientes que apresentaram somente este fenotipo, todos os trés isolados foram classificados

como tipo 1.
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Tipo I

PIA LB

PIA Tipo II LB

PIA Tipo I LB

PIA Tipo IV LB

Figura 4. Diferentes morfotipos de alginato em isolados de P. aeruginosa em dois meios de cultura, PIA (a

esquerda) e LB (a direita), apds incubacdo a 37°C. Tipo | mucoide em ambos 0s meios de cultura; tipo
Il mucoide em PIA, mas ndo-mucoide em LB; tipo Il ndo-mucoide nos dois meios; e tipo 1V
producdo muito baixa, mas detectavel em ambos os meios de cultura ap6s incubagéo prolongada. As

imagens foram obtidas utilizando estereomicroscdpio Olympus SZ61, com lentes objetivas 4,5X.
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4.7. Mutages no operon algTmucABD
Dos 64 isolados de P. aeruginosa, 27 M e 37 NM, nos quais foram pesquisados o gene
mucA, 93% (25) dos isolados mucoides e 54% (20) dos isolados ndo-mucoides apresentaram
mutacdes em mucA. As mutacdes observadas nos isolados estdo apresentadas na Tabela 5. A
mutacdo mais comumente observada nos isolados foi a mutagdo mucA22, conhecida como a
delecdo de uma guanina em uma sequéncia de cinco localizada entre as posicOes 429-433 da
regido codificadora de mucA (AG430 na Tabela 5). A maioria dos isolados apresentou

insercdo ou delecdo que levou a frameshift e/ou stop codon prematuro.

Tabela 5. Mutagdes e alteragdes ocorridas na sequéncia do gene mucA em isolados
mucoides e ndo-mucoides de P. aeruginosa provenientes de 40 pacientes

com FC
Mutagdes em mucA Alteracgdo de sequéncia M (27) g';/;
C32T" Ser/Phe 1
C35G12 Ala/Gly 1 1
T45G Asp/Glu 1 1
C137T" Ala/Val 1 1
AG168 Frameshift, stop codon em 283 1
Insergio C em 238 Frameshift, stop codon em 478 1 1
AC310 Frameshift, stop codon em 385 1 1
AC347 Frameshift, stop codon em 385 1 1
C349T" Stop codon 2 1
C352T" Stop codon 1
AG357 Frameshift, stop codon em 385 1 1
C364T Pro/Ser 1 1
AC365 Frameshift, stop codon em 385 1 1
C367Tt2" Stop codon 1 1
C382T" Stop codon 1 1
G409T Gly/Cys 1
C424T* Stop codon 1
AG430” Frameshift, stop codon em 439 6 6
AA437 Frameshift, stop codon em 439 1 1
AA568 Frameshift 1
AAS578 Frameshift 1
Insercdo GC em 583 Stop codon/Ala 1

M: mucoide, NM: ndo-mucoide, @2: Isolados com mais de uma mutagdo em
mucA, ) mutacdes previamente descritas

Quatro isolados (pares M e NM — 6A, 6B, 191 e 192, Apéndice 3) de dois pacientes

(FC-1 e FC-79), que apresentaram o mesmo clone, também apresentaram 0 mesmo tipo de
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mutacdo em mucA (inser¢cdo GC em 583). E os isolados ndo-mucoides também apresentaram
a mesma mutacdo em mucD (A409G).

As alteraces na sequéncia observadas em mucB e mucD nos 19 isolados classificados
como producéo tipo 1V de alginato estdo apresentados na Tabela 6. A maioria dos isolados
apresentaram mutacGes pontuais que levaram & mudanga de aminoacidos em MucB e/ou
MucD. Um isolado apresentou quatro mutacOes diferentes em mucB, incluindo delecéo,
insercéo e alteracdo de aminoacidos, localizadas em 41-56 pb (Tabela 6).

Entre os 19 isolados (tipo V), somente quatro ndo apresentaram mutacdo simultanea
em mucA. Um isolado, j& foi mencionado acima, que apresentou diversas muta¢des em mucB;
outro isolado apresentou AT733, levando a um frameshift e stop codon em 868 pb (mucB tem
951 pb), e, aparentemente essas mutacGes ndo foram descritas anteriormente. Os outros dois
isolados apresentaram mutac6es pontuais em mucB (A631G) e mucD (A409G), resultando em

mudancas de aminoacidos. Nenhum destes quatro isolados apresentou mutagdes em algT.

Tabela 6. Mutacdes e alteragfes ocorridas na sequéncia dos genes mucB e mucD
nos 19 isolados de P. aeruginosa classificados como tipo IV de
producéo de alginato

Mutacéo Alteracdo de sequéncia M (2) NM (17)
Mutagdes em mucB
Insercdo G em 41! Frameshift 1
TCC47GAA! Frameshift 1
AC56? Thr/His 1
G68A! Asp/Asn 1
C338T" Ser/Phe 1
C611G? Ala/Gly 1
A631G2 ™ Thr/Ala 1 3
C643T Arg/Cys 1
AT733 Frameshift, stop codon em 868 1

Mutac¢6es em mucD

A409GL " lle/Val
C1310G2%3 Thr/Ser 1 1
G1321A123.* Val/lle 1 4

M: mucoide, NM: ndo-mucoide, ** Isolados com mais de uma mutagdo em mucB
ou mucD, @ mutagBes previamente descritas

As mutacgdes em algT estdo apresentadas na Tabela 7. Entre os 20 isolados NM com

mutacdes em mucA, 11 tinham mutacGes em algT, representando 55% de revertentes nao-
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mucoides. De todos os isolados mucoides investigados, apenas um apresentou transicdo A/G

na posicdo 11 pb, resultando em mudanga de aminocido.

Tabela 7. MutacOes e alteracBes ocorridas na sequéncia do gene algT em isolados
mucoides e ndo-mucoides de P. aeruginosa provenientes de 40 pacientes

com FC
Mutacdes em algT Alteracdo de sequéncia M (27) NM (37)

AllG Gln/Arg 1

G49A Gly/Arg 1
A86G” Tyr/Cys 3
C133T Stop codon 1
Insercdo 9pb em 138 Frameshift, stop codon 589 1
AG157 Frameshift, stop codon 295 1
Al76G Tyr/Cys 1
A508G Thr/Ala 1
C528A Phe/Leu 1
AC556 Frameshift 1

M: mucoide, NM: ndo-mucoide, ©- mutagBes previamente descritas

4.8. AlteracOes genéticas nos genes lasR e rhiR

As alteracdes observadas nas sequéncias do gene lasR estdo apresentados na Tabela 8.

Nenhum dos isolados apresentou mutag¢des em rhiR.

Tabela 8. Mutaces e respectivas alteracGes determinadas na sequéncia do gene lasR

em isolados mucoides e ndo-mucoides de P. aeruginosa

Mutagdes em lasR Alteracéo de sequéncia M (27) NM (37)
A98pb em 36 Frameshift, stop codon 598 1
C211G Arg/Gly 1 2
C224T1? Thr/Met 1 1
A242G Gln/Arg 1
Insercdo 4 pb em 245 Frameshift, stop codon 700 2
C320T Ala/Val 1 1
A58pb em 321 Frameshift, stop codon 325 1 1
Adpb em 46112 Frameshift, stop codon 526 1 1
A463G Lys/Glu 1 1
G560A Stop codon 1
AB26G Asn/Ser 1
C665T Thr/lle 1 1

M: mucoide, NM: ndo-mucoide, @2 Isolados com mais de uma mutagdo em lasR
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4.9. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
De 64 isolados, apenas 2 foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados. O
antimicrobiano mais eficaz foi a colistina (98%) — com apenas um isolado apresentando perfil
de resisténcia, seguido de piperacilina-tazobactam (92%), ceftazidima (92%), meropenem
(86%), imipenem (83%) e tobramicina (75%). Por outro lado, as drogas menos eficientes
foram amicacina (33%), aztreonam (42%) e ciprofloxacina (45%) (Tabela 9).

Tabela 9. Determinacao da CIM (ug/mL) de 9 antimicrobianos para isolados de P. aeruginosa

Isolados TZP CAZ IMI MER ATM CIP AMK TOB CcoL
6A 1 3 1 0,064 0,75 0,75 96* 8 0,75
6B 0,75 2 0,38 0,023 0,38 05 96 8 1
13 3 4 0,75 0,064 15 0,38 96* 16 1
14-2 4 3 1 0,047 2 3 > 256 16 1
30 3 15 16 6 3 4 48 2 0,5
31 4 2 12 6 4 6 24 3 05
39 6/24 2/>256 15 0,094 4/>256 0,25 8 4 0,75
40 2 2 05 0,032 4 0,64 16 4 1
45 15 1 2 0,047* 1 1,5* 32 6 1
47 2 1 0,75 0,047 2 0,19 4 15 3
56 2 1 0,75 0,064 3 0,38 6 15 1
57-2 2 1 05 0,023 4 0,38 3 15 0,75
58A 0,38 0,5 0,75 0,047 0,125 0,38 16 2 0,38
58B 0,38 15 05 0,047 0,38 05 16 3 0,75
59 8 3 0,38 15 12 2 12 15 15
65 64 16* 6 8* 24 15 6 0,75 05
66 96/> 256* 16 12* > 32 24 15 16 0,75 15
79-2 24 12 0,75 0,38 48 4 16 2 1
84 1 15 3 0,064 15 8 4 15 15
94 4 3 05 0,19 8 05 16 3 2
110 2* 2* 16 6 3 0,75 64 8 2
114 0,25 0,38 05 0,016 0,125 6 96 8 0,75
116 1 2 1 0,032 05 1 48 6 15
122A 3 1 0,25 0,047 2 0,75 8 2 0,75
122 15 1 0,64 0,012 2 15 8 2 2
124 4 2 05 0,19 6 0,38 24 4 05
126 3 2 0,75 0,094 4 2 12 3 1
138 16 12 0,75 1 64 4 12 15 15
140 8 4 0,5 0,38 24 2 6 1 1
142-1 2 0,75 6 15 05 2 > 256 12 0,38
142-2 2* 1* 12 216 1* 2 64*/>256 12* 0,5
154 2 3 3 0,047 3 1 12 3 3
157 6 2 0,75 0,25 6 1 12 2 0,75
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Isolados TZP CAZ IMI MER ATM CIP AMK TOB CcoL
158 0,125 0,125 0,047 0,006 0,064 0,038 16 3 0,75
170 3 15 0,75 0,19 4 0,38 8 15 1
171 3 0,75 0,25 0,094 3 0,19 4 1 15
176 0,75 2 1 0,016 0,75 6 96 12 15
180 3 15 0,75 0,125 6 0,38 1 0,75 0,5
182 1 1 2 0,25 2 3 16 3 3
187 15 2 8 3 6 12 24 4 15
191 0,75 15 0,75 0,047 0,19 05 16 4 1
192 05 2 0,25 0,32 0,38 0,75 16 3 1
201 15 0,75 15 0,19 15 15 12 2 1
202 1 0,75 1 0,19 0,75 1 4 15 1
209 4 2 1 0,19 6 0,25 12 4 0,75
210 2 2 0,5 0,64 2 0,25 16 4 15
211 15 15 1 0,094 2 0,19 6 2 6
212 2 15 0,75 0,047 3 0,25 6 3 1
216 4 15 3 0,38 4 05 8 3 2
217 2 2 0,5 0,125 4 0,38 8 2 15
219 0,75* 3* 8* 6 0,75* 3 96*/>256 24* 05
219A 1,5* 4 8 4* 0,75* 3 > 256 12* 0,38
233 6 4 1 0,094 8 0,38 32 8 15
235 0,38 2 1 0,064 0,75 0,25 12 3 0,75
236 0,38 3 1 0,023 0,75 05 24 3 1
245A 4 3 0,38 0,047 3 2 16 2 0,75
245B 15 0,75 0,25 0,032 0,75 0,75 8 15 05
250 15 0,75 1 0,064 0,19 1 16 4 1
251 0,75 15 05 0,047 05 1 24 4 15
253 0,25 0,38 0,38 0,016 0,125 4 3 1 0,38
254 0,19 0,19 0,25 0,006 0,064 4 4 0,75 0,38
258 0,75 15 8* 2 0,25 8%/>32 48* 6 15
259 0,38 0,75 1 0,094 0,25 05 32 3 0,75
260 15 6 15 0,125 15 1 32 6 15

TZP: piperacilina-tazobactam, CAZ: ceftazidima; IMI: imipenem, MER: meropenem, ATM: aztreonam, CIP:
ciprofloxacina, AMK: amicacina, TOB: tobramicina, COL.: colistina, *: subpopula¢des no halo de inibicdo, /: zona de
inibicdo dupla.
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4.10. Frequéncia de mutacdo dos isolados de P. aeruginosa e sequéncias de genes anti-
mutacao
Entre os 64 isolados, 17% (11) apresentaram o fenotipo hipermutével (Hp), 33% (21) o
fendtipo fracamente hipermutével (wHp) e 50% (32) o fen6tipo ndo-hipermutavel (nHp). Dos
40 pacientes com infeccdo cronica por P. aeruginosa, 20% (8) apresentaram isolados com
fenotipo Hp.
O sequenciamento dos genes mutS e mutL dos isolados classificados como Hp
mostraram mutagdes responsaveis por alteracdes de aminoacidos, devido a substituicdo de

bases, algumas delecdes e inser¢cbes com frameshifts e stop codons prematuros (Tabela 10).

Tabela 10. Mutagdes e alteracdes ocorridas nos genes mutS e mutL
de isolados de P. aeruginosa com fenotipo
hipermutavel

Mutacdes Alteragdo de sequéncia
Mutag¢des em mutS

A484GH?3 Thr/Ala

Allpb em 496 Frameshift, stop codon em 772
C560T+° Ala/Val

G581A23 Arg/His

Insercéo 9pb em 767 Frameshift

C1609G His/Asp

G2341A%5 Ala/Thr

Mutagbes em mutL

Insercdo CA em 1335123 Frameshift, stop codon em 1711
Insercédo 11pb em 15694° Frameshift, stop codon em 1720
C1847T Thr/lle
G1216A%S Ala/Thr
C1295T1:23 Ala/Val
C1273A Pro/Thr

(-5 Isolados com mais de uma mutagdo em mutS ou mutL



5. DISCUSSAO
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P. aeruginosa é o patdgeno mais comum em infecgdes do trato respiratdrio em
individuos com FC. A infecgdo ocorre durante toda a infancia, atingindo altos indices em
pacientes adultos. Em geral, a colonizacéo inicial leva a infeccdo crénica (ou em alguns casos,
outras linhagens podem posteriormente estabelecer infeccdes cronicas), sem possibilidade de
erradicacdo, sendo associada a altos indices de morbidade e mortalidade destes pacientes
(BURMOLLE etal., 2010; RAU et al., 2010).

Dos 92 pacientes fibrocisticos que participaram inicialmente deste estudo, 34%
apresentaram infeccdo cronica por P. aeruginosa. A porcentagem de colonizagdo observada
neste estudo foi similar & reportada no Reino Unido no relatério anual de 2012, que mostra
porcentagem de colonizagdo cronica em torno de 35% (CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2012), e
também foi semelhante aos 31% observados em um centro de FC na Bélgica (PROESMANS
et al., 2006). Estes dados podem indicar que os pacientes com FC diferem pouco em relagédo
ao aspecto de colonizacdo, quando analisada a situacdo geografica e mesmo socioecondmica,
quando sdo obedecidas normas internacionais de seguimento desses individuos. Entretanto,
dados brasileiros mais antigos mostravam porcentagem de colonizacdo mais alta, 50% (DA
SILVA FILHO et al., 2001), o que poderia indicar um fato observado no mundo todo: a
medida que novas condutas terapéuticas sdo introduzidas, posterga-se o periodo de
colonizagdo dos individuos e aumenta-se a sobrevivéncia.

No entanto, quando se compara a faixa etaria dos pacientes com infec¢do pulmonar
crbnica por P. aeruginosa deste estudo com os dados Europeus (CYSTIC FIBROSIS TRUST,
2012), pode-se observar que os pacientes atendidos no HCFMRP-USP apresentam infeccéo
crbnica ainda muito jovens. No Brasil, 28% dos pacientes com idade <18 anos eram
cronicamente infectados, enquanto apenas 10% dos pacientes <16 anos no Reino Unido e
12% com idade <18 anos na Bélgica eram infectados cronicos por P. aeruginosa. Este dado é
muito preocupante, pois a colonizagao/infec¢do cronica precoce por P. aeruginosa contribui
para um pior prognostico da doenca, com reducdo da expectativa de vida, especialmente
guando associada com fen6tipo mucoide (CIOFU et al., 2012; MCCULLOCH et al., 2011),
como observado neste estudo (Tabela 3).

A microbiota das vias aéreas de pacientes com FC representa um ecossistema diverso
e complexo, no qual uma variedade de microrganismos coexiste, e que tem sido denominada
como microbioma da FC. Muitos artigos descreveram o isolamento simultaneo de P.

aeruginosa e outros microrganismos, como observado neste estudo (Tabela 4), e é provéavel
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que alguns processos de adaptacdo observados em P. aeruginosa sejam influenciados pela
presenca de outros microrganismos nas vias aéreas dos pacientes (FOLKESSON et al., 2012;
FUGERE et al., 2014; MAHENTHIRALINGAM, 2014).

A presenca mais elevada de S. aureus e reduzida de BGN-NF em pacientes mais
jovens, com posterior diminui¢do do isolamento de S. aureus e aumento de BGN-NF em
pacientes mais velhos observados neste estudo, estd de acordo com dados da literatura
(MURRAY et al., 2009; ZOCCOLI et al., 2009). A funcdo pulmonar de pacientes com
infeccdo crénica por P. aeruginosa com isolamento concomitante de outros BGN-NF, como
bactérias do CBc e do género Achromobacter, estava mais comprometida quando comparada
com a funcdo pulmonar de pacientes com colonizagdo cronica por P. aeruginosa que
apresentaram ou ndo isolamento de S. aureus ao mesmo tempo, resultado que também esta de
acordo com dados da literatura. Bactérias do CBc podem causar a sindrome cepéacea, que leva
ao rapido declinio da fungdo pulmonar e acredita-se que Achromobacter sp. cause declinio da
funcéo pulmonar semelhante ou levemente mais acentuado ao causado por P. aeruginosa (DE
BAETS et al., 2007; HANSEN et al., 2010; LOPES et al., 2012). Estudo recente de interacdo
de linhagens de P. aeruginosa, adaptadas aos pulmdes de pacientes fibrocisticos, com S.
aureus demonstrou o desenvolvimento de potencial interagdo comensal entre estes dois
microrganismos, com aumento da atividade de crescimento e prevencdo de morte de P.
aeruginosa pela presenca de antibidticos promovida pelo estimulo de formacdo de small-
colony variant na presenca de S. aureus (MICHELSEN et al., 2014). Além disso, presenca de
S. aureus meticilina-resistentes (MRSA), estd associada com piora da funcéo respiratoria dos
pacientes quando comparada com S. aureus meticilina-sensiveis (MSSA) (HUBERT et al.,
2013). No presente estudo houve apenas um paciente (FC-65), com P. aeruginosa e MRSA, e
o valor de seu VEF; era bem baixo, 32%.

Embora a identificacdo de P. aeruginosa ndo seja considerada dificil pelos
laboratérios de microbiologia, os isolados de pacientes fibrocisticos apresentam fenétipos
atipicos, incluindo a perda de pigmentacdo ou pigmentacdo ndo caracteristica, crescimento
demorado e col6nias mucoides, que podem dificultar a identificacdo por testes bioquimicos
convencionais e testes comerciais que dependem do crescimento bacteriano. E, como ja
comentado anteriormente, pacientes com FC apresentam, muitas vezes, outros BGN-NF em
suas secrecOes respiratdrias fazendo com que o isolamento e a identificacdo de P. aeruginosa

seja dificultado (QIN et al., 2003). Neste trabalho, a identificacdo de P. aeruginosa foi
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realizada por PCR e MALDI-TOF. As técnicas apresentaram alta concordancia de resultados,
98%. A identificacdo de microrganismos por MALDI-TOF tem se popularizado devido ao
fato de ser rapida e acurada, em questdo de poucos minutos ap6s a obtencdo de cultura pura
(SINGHAL et al., 2015; TRAN et al., 2015). Vale ressaltar que esta técnica também pode ser
usada para outros propdsitos, ndo apreciados neste estudo. A identificacdo precisa de cada
isolado é importante para que sejam adotadas medidas de controle mais efetivas e tratamentos
mais adequados.

P. aeruginosa é uma bactéria ubiqua que pode ser encontrada em agua, plantas, solo,
causando infeccdes em humanos e colonizando os pulmdes de pacientes com FC
(FOLKESSON et al., 2012). O solo pode ser uma destas fontes. Em estudo que investigou o
solo de diferentes regides do Brasil, observou-se a presenca de P. aeruginosa resistentes a
antimicrobianos comumente utilizados e muito importantes na pratica clinica, principalmente
para o tratamento de pacientes com FC, tais como aztreonam e ticarcilina-acido clavulanico
(PITONDO-SILVA et al., 2014). Neste trabalho, considerando-se apenas um isolado por
paciente, 35% dos isolados de pacientes com infeccdo crbnica eram ndo-sensiveis a
ticarcilina-acido clavulanico, e 19% ao aztreonam. Estudos de analise genética confirmaram
que as primeiras linhagens a colonizar o0s pacientes com FC séo Unicas e originarias de fontes
ambientais ndo identificadas, embora a transmissdo entre 0s pacientes podem ocorrer
(FOLKESSON et al., 2012).

A &gua proveniente de piscinas, jacuzzis, banheiras de hidromassagem, pias (ralo) e
agua potavel (para consumo) é outra possivel fonte de aquisicdo de P. aeruginosa para
pacientes com FC. Diversos trabalhos mostraram a presenca desta bactéria nesses ambientes,
até mesmo isolados MDR foram encontrados em banheiras de hidromassagem e piscinas
recreacionais e publicas (DORING et al., 1996; LUTZ, J. K.; LEE, 2011; MARTINS et al.,
2014).

Os testes de sensibilidade a antibidticos usados nos laboratérios de microbiologia
utilizam culturas plancténicas e revelam alta sensibilidade aos antibidticos de isolados
mucoides comparados com isolados ndo-mucoides. Neste estudo, isolados ndo-mucoides
foram mais resistentes ao imipenem do que os isolados mucoides. Entretanto, ambos os
fendtipos sdo capazes de formar biofilme, mas a determinacdo de sensibilidade aos
antibidticos de isolados em forma de biofilme mostrou que biofilmes mucoides sdo mais

tolerantes aos antibidticos do que biofilmes ndo-mucoides (CIOFU et al., 2012).
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Poucos trabalhos no mundo investigaram ou relataram a resisténcia as quinolonas
mediada por plasmideos (PMQR) em P. aeruginosa, apesar de esta bactéria ter habilidade de
adquirir este tipo de resisttncia (NORDMANN; POIREL, 2005). Como uma alta
porcentagem de resisténcia as quinolonas foi observada nos isolados de pacientes com FC que
fazem parte deste estudo, a investigacdo deste tipo de mecanismo de resisténcia se mostrou
oportuno. Assim como a investigacao de producdo de -lactamases — carbapenemases, devido
a alta porcentagem de resisténcia observada aos antibidticos carbapenémicos (Apéndice 1) e
por ja terem sido descritos isolados de pacientes FC produzindo carbapenemases, inclusive no
Brasil (CARDOSO; ALVES; LEITAO, 2008; PEREZ et al., 2012; POLLINI et al., 2011).
Estas investigacOes sdo especialmente importantes, porque estes mecanismos podem ser
transmitidos via horizontal (entre diferentes bactérias) e, também, foi observado que alguns
pacientes possuem a mesma linhagem bacteriana. Entretanto, nenhum gene PMQR ou
codificador de carbapenemase investigado foi encontrado nos isolados. Estes resultados estdo
de acordo com dados da literatura, que mostram que 0s mecanismos de resisténcia mais
encontrados em isolados de P. aeruginosa de pacientes com FC s&o hiperprodugédo de B-
lactamase constitutiva do tipo AmpC e hiperexpressdo de sistemas de efluxo. Devido a
pressdo seletiva imposta pela antibioticoterapia, a ocorréncia de linhagens de P. aeruginosa
resistentes a todas as classes de antimicrobianos clinicamente relevantes é rotineiramente
encontrada durante as infeccdes do trato respiratério nos pacientes com FC (CIOFU et al.,
2012; FOLKESSON et al., 2012).

Alguns autores tém descrito a disseminagdo de clones MDR entre pacientes com FC
(DETTMAN et al., 2013; FERNANDEZ-OLMOS et al., 2013). Apenas 10,7% dos isolados
investigados neste trabalho apresentaram fendtipo MDR e ndo puderam ser associados a um
clone transmissivel. Este resultado estd de acordo com outro estudo brasileiro (FERREIRA et
al.,, 2015). No entanto, vale ressaltar que estes pacientes, entre outros, sofreram com
constantes hospitalizacGes e apresentaram isolados com resisténcia ao imipenem e/ou
fluoroquinolonas (Apéndice 1).

Tratamento precoce e regular com antibioticos é usado para tratar pacientes com P.
aeruginosa. Os pacientes foram tratados com antibioticos B-lactdmicos (piperacilina-
tazobactam, meropenem, ceftazidima e/ou aztreonam), aminoglicosideos (tobramicina ou

amicacina), fluoroquinolona (ciprofloxacina), macrolideo (azitromicina - para controlar o
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crescimento bacteriano, e ndo como anti-inflamatorio) e peptideo antimicrobiano (colistina).
Os pacientes foram tratados de acordo com as diretrizes descritas a seguir.

Na primeira deteccdo de P. aeruginosa o tratamento foi iniciado através da
administracdo de ciprofloxacina por via oral em combinacdo com colistina nebulizada por 3
semanas, sendo 0 mesmo tratamento mantido durante 3 meses se as amostras de escarro
continuaram a apresentar P. aeruginosa. Ap0s 3 meses, se a bactéria permaneceu nas
amostras de expectoracdo, o tratamento intravenoso com ceftazidima em combinacdo com
amicacina foi iniciada (tobramicina inalada pode ter sido utilizada). Se mais de 3 semanas se
passaram antes de P. aeruginosa reaparecer, o tratamento com ciprofloxacina e colistina foi
reiniciado. Em caso de resisténcia a ceftazidima ou presenca de outros patdgenos gram-
negativos nao-fermentadores, como Achromobacter sp., na amostra de escarro, foi utilizado
meropenem ou imipenem em combinacdo com amicacina ou colistina. Portanto, a
antibioticoterapia adotada pelo hospital explica o perfil de sensibilidade observado nos
isolados. No entanto, a relativamente alta resisténcia a ticarcilina-4cido clavulanico foi
intrigante, visto que seu uso € restrito no caso de resisténcia aos outros antibidticos usados:
ciprofloxacina, ceftazidima e meropenem. Em estudo multicéntrico realizado na Franca, a
diminuicdo de sensibilidade ou resisténcia a ticarcilina em isolados de P. aeruginosa foi
atribuida a trés mecanismos principais, ja& mencionados: hiperexpressdo de sistemas de efluxo,
produgdo de B-lactamase adquirida e hiperexpressdo de AmpC cromossomal (CAVALLO et
al., 2002).

A mudanga que ocorre quando P. aeruginosa passa do ambiente para o trato
respiratério de pacientes com FC envolve tanto alteragcBes nutricionais quanto alteracdes
fisicoquimicas na bactéria, para adaptar-se e sobreviver em condices estressantes que tém
efeitos fundamentais na sua evolucdo. A exposicdo continua a antibioticos, ao sistema imune
e ao estresse oxidativo sdo desafios que precisam ser vencidos pela bactéria antes da
colonizagdo poder evoluir para infecgdo cronica. A habilidade de P. aeruginosa se adaptar a
essas condigdes é devida, em parte, & sua extensa versatilidade genética, que contribui
significativamente para sua patogenicidade (FINNAN et al., 2004; FOLKESSON et al.,
2012). E provavel que como parte desse processo P. aeruginosa utilize varios genes; no
entanto, o preciso repertorio de genes de viruléncia requeridos ainda sdo desconhecidos
(FINNAN et al., 2004). Alguns trabalhos investigaram a presenca de genes relacionados a

fatores de viruléncia em isolados de P. aeruginosa provenientes do ambiente (plantas, solo,
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agua) e mostraram que estes isolados apresentam potencial patogénico necessario para causar
doengas em humanos, como em pacientes com FC (LANOTTE et al., 2004; MARTINS et al.,
2014).

No presente estudo foram investigadas, por PCR, dezoito regifes associadas a
patogenicidade, ou seja, regiBes que codificam genes necessarios para viruléncia. Foi
observada alta prevaléncia dos genes pesquisados (Figura 1), com exce¢do dos genes pvdA,
pilA e pilB. Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura, exceto para a baixa
presenca do gene pvdA, relacionado com a producdo de pioverdina (BRADBURY et al.,
2010; FINNAN et al., 2004; SCHABER, 2004; WOLSKA; SZWEDA, 2009).

Durante os primeiros estagios de colonizacdo de P. aeruginosa nos pulmdes de
pacientes com FC, diferentes clones ndo relacionados (isolados néo-persistentes) podem ter
acesso aos pulmdes, enguanto nos estagios mais avangados de colonizacdo o numero de
clones é reduzido, mas o trato respiratoério ja se encontra cronicamente colonizado
(FERNANDEZ-OLMOS et al., 2013). Alguns pacientes neste estudo (FC-26, FC-40 e FC-9)
apresentaram isolados ndo-persistentes que foram erradicados com o tempo (dados ndo
mostrados). No entanto, a grande maioria dos pacientes apresentou isolados persistentes
(Gnico clone), que em alguns casos foram encontrados do inicio ao fim do periodo de coleta
das amostras — cerca de 2 anos e meio. Outro estudo realizado com isolados de outras regides
do Brasil obteve resultado diferente, a grande maioria (95%) dos pacientes investigados
apresentaram multiplos gendtipos; nos pacientes em que P. aeruginosa com mesmo genoétipo
foram isolados repetidamente, o clone foi detectado por no méximo 10 meses (FERREIRA et
al., 2015).

Grande variacdo genética foi observada entre o0s isolados dos pacientes com
colonizacdo crdnica, indicando que ndo existe um clone dominante entre os pacientes
atendidos neste Centro de Referéncia, apesar de alguns pacientes compartilharem o mesmo
clone ou clones altamente relacionados (Tabela 4). Isto pode ter ocorrido devido a: i) infecgéo
cruzada entre os pacientes no ambulatério ou na enfermaria, (ii) transmissao indireta através
de instrumentos clinicos ou exposi¢do as mesmas fontes ambientais, ou (iii) existéncia de
tipos clonais ambientais comuns (MARVIG et al., 2015). Apesar da existéncia de parentesco
entre alguns pacientes atendidos no hospital do presente estudo, ndo houve isolamento de P.
aeruginosa em mais de um membro da familia com FC. Em estudo multicéntrico realizado no

Brasil, pesquisadores ndo encontraram linhagens transmissiveis entre os pacientes com FC
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investigados, apenas dois pacientes (irm&os) apresentaram o mesmo clone. (FERREIRA et al.,
2015). Os resultados aparentemente confirmam que infecgdo cruzada é um evento raro nos
centros brasileiros.

Alguns isolados de um mesmo paciente (Tabela 4 e Apéndice 1, paciente FC-3, por
exemplo) apresentaram o mesmo pulsotipo apesar de terem morfologias coloniais diferentes e
perfis de sensibilidade a antibidticos diferentes. Essas alteracdes em uma mesma linhagem séo
consequéncia da evolucdo de P. aeruginosa nas vias aéreas de fibrocisticos. Linhagens de P.
aeruginosa de FC frequentemente apresentam notavel diversidade fenotipica, como diversas
morfologias coloniais (ex.: fendtipo M e NM), perfis diversos de resisténcia aos
antimicrobianos e desenvolvimento de hipermutabilidade. Esta diversidade é associada a
adaptacdo especializada aos diferentes compartimentos (sinus paranasais e zonas condutora e
respiratoria) nas vias aéreas (CIOFU et al., 2012; FOLKESSON et al., 2012).

A definicdo clinica de infeccdo cronica por P. aeruginosa é descrita como a presenca
continua da bactéria por um periodo de no minimo 6 meses e/ou por um aumento nos titulos
de anticorpos contra P. aeruginosa (CANTON et al., 2005; PRESSLER et al., 2006), ou
ainda, > 50% das culturas positivas para P. aeruginosa em periodo de 12 meses (LEE et al.,
2004). Essas definigdes clinicas sdo usadas no mundo todo e sdo importantes para 0s centros
de tratamento de FC para o delineamento de estratégias terapéuticas, mas essas definicbes
podem ndo abranger os eventos de colonizacdo e infec¢do que ocorrem nas vias aéreas dos
fibrocisticos, pois a transicdo adaptativa de P. aeruginosa para um estado de infeccédo cronica
pode ter ocorrido antes da deteccdo de sinais clinicos. Por exemplo, em alguns pacientes P.
aeruginosa coloniza os pulmdes intermitentemente durante anos — apesar de ter sido
aparentemente erradicada pela antibioticoterapia, mas posteriormente quando as amostras de
escarro sdo cultivadas, os isolados sempre apresentam 0 mesmo genoétipo. Se o mesmo clone
persiste por um longo periodo, ele deve ser considerado crénico (FOLKESSON et al., 2012;
JOHANSEN et al., 2012). Outro grupo de pesquisa implementou o uso dos termos “isolado
persistente” e “isolado nao-persistente” utilizando tipagem molecular (PFGE e Muti Locus
Sequence Type - MLST) para distinguir esses isolados e caracterizar colonizagdo cronica e
ndo-cronica (FERNANDEZ-OLMOS et al., 2013). Essas observagGes demonstram a
importancia da utilizacdo de técnicas de tipagem molecular para caracterizagdo de

colonizagdo/infecgéo cronica, como feita nesse estudo.
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O crescimento de colbnias de P. aeruginosa com fenétipo mucoide é um marcador de
infeccédo cronica por producédo de biofilme nos pulmdes de pacientes com FC (PRESSLER et
al.,, 2006). A conversdo do fenotipo ndo-mucoide para mucoide esta relacionada com
mutacdes no gene mucA, que codifica o fator antissigma para AlgT (SAUTTER et al., 2012).

A maioria das mutacOes observadas no presente estudo em mucA provavelmente
resultaram em perda de fungdo da proteina, visto que elas conduziram a frameshifts e/ou stop
codons prematuros. As mutacdes mais observadas em mucA (transicdes C/T e mutagdo
mucA22, Tabela 5) também foram relatadas em isolados mucoides da Australia, Europa e
Estados Unidos da América, e também puderam ser associadas com trés clones dominantes na
Escandindvia (ANTHONY et al., 2002; BOUCHER et al., 1997; BRAGONZI et al., 2006;
CIOFU et al., 2008; FELIZIANI et al., 2010; JORGENSEN et al., 2015). No Brasil, ndo
foram encontrados clones dominantes, no entanto, quatro isolados pertencentes ao mesmo
clone apresentaram as mesmas mutagdes em mucA e mucD, sugerindo que infeccdo cruzada
ocorreu entre os dois pacientes apés a fase de adaptacdo de P. aeruginosa nos pulmaes.

As mutacdes encontradas em isolados com mucA intacto (selvagem) e tipo IV de
producdo de alginato, sugerem que a transcricdo do operon de alginato é aumentada ap6s um
longo periodo de incubacdo, devido a perda de fungdo de MucB e MucD (reguladores
negativos) causadas pelas mudancas na sequéncia nos genes. As mutacdes pontuais mais
comuns encontradas nos genes mucB e mucD (Tabela 6) foram previamente descritas em
isolados europeus (BRAGONZI et al., 2006; CIOFU et al., 2008).

Algumas outras mutacdes observadas nos genes mucABD nos isolados estudados neste
trabalho foram anteriormente relatadas e estdo marcadas nas tabelas, embora varias mutaces
sdo aqui descritas pela primeira vez. Nossos resultados suportam a hipétese de que esses loci
representam regides hot-spot, ou seja, regides de maior incidéncia para muta¢do em mucABD.

Entre todos os 27 isolados mucoides analisados, apenas um mostrou uma transicéo
(A11G) em algT que resultou em mudanga de aminoacido. Uma vez que esta mutacdo ndo
afetou o fendtipo tipo | de producédo de alginato do isolado, pode-se sugerir que esta mutacdo
ndo tem efeito na funcionalidade de AlgT.

O fendtipo mucoide € instavel e aparentemente diferentes vias podem estar envolvidas
na reversdo da forma mucoide para ndo-mucoide (SAUTTER et al., 2012). A analise da
sequéncia do operon algT em P. aeruginosa mucoide e ndo-mucoide de pacientes com FC

infectados cronicos mostrou que a maioria (54%) dos isolados ndo-mucoides sdo revertentes
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do fendtipo mucoide, pois apresentaram mutagdes em mucA. Nos isolados investigados
verificou-se que mutagdes secundarias em algT foram responsaveis por 55% dos revertentes
ndo-mucoides. Este achado foi maior do que para os isolados escandinavos, com apenas 30%
de revertentes. No entanto, experimentos com revertentes espontaneos isolados in vitro
mostraram percentagens maiores de inativacdo de algT, 67% (SCHURR et al., 1994), 86%
(CIOFU et al., 2008) e 90% (SAUTTER et al., 2012).

Neste estudo foram encontradas nove novas mutacGes em algT. Curiosamente, uma
insercdo de 9 pb na posicdo 138 encontrada em 2 isolados, também foi descrita em 3 isolados
provenientes de pacientes com FC da Escandindvia e em isolados obtidos in vitro,
especialmente apds crescimento aerébio, sugerindo que esta possa ser uma regido hot-spot.
Outra mutacao, transicdo A/G na posi¢cdo 86 pb, também foi encontrada em isolados in vitro
da Dinamarca e em revertentes ndo-mucoides de um estudo americano (CIOFU et al., 2008;
DEVRIES; OHMAN, 1994). Tem sido demonstrado que revertentes algT tornam-se méveis e
esta foi considerada uma medida de adaptacdo para permitir P. aeruginosa se locomover em
direcdo a areas com maior concentracdo de oxigénio (WY CKOFF et al., 2002).

Outro estudo também mostrou que linhagens com AlgT nédo funcional apresentam maior
producdo de fator de viruléncia, e isso € esperado uma vez que as células bacterianas gastam
muita energia para produzir alginato (SAUTTER et al., 2012), que é direta e indiretamente
envolvido na regulacdo da viruléncia e motilidade em P. aeruginosa (FOLKESSON et al.,
2012; WOOD; LEECH; OHMAN, 2006). No entanto, foi sugerido que mutantes algT seriam
menos bem-sucedidos no ambiente pulmonar fibrocistico e provavelmente seriam destruidos
pela resposta imunolégica do hospedeiro, uma vez que o AlgT desempenha um papel
importante na adaptacao ao estresse e a sensibilidade as espécies reativas de oxigénio (CIOFU
et al., 2008).

A proteina AlgT regula os operons algB, algR, algD e armZ, dessa forma, vias
alternativas poderiam explicar a reversdo para o fenétipo ndo-mucoide no restante dos
isolados (SAUTTER et al., 2012). Ciofu e colaboradores (2008) sugeriram que a investigacdo
da producéo de alginato nos meios de cultura LB e PIA poderiam sugerir mutagdes em algB e
algR, o que explicaria a reversdo in vivo. Isto seria possivel uma vez que PIA contém
triclosan, um forte indutor de alginato por mecanismo dependente de algT, algB e algR
(WOOD et al., 2006). Portanto, a producéo tipo 111 de alginato (sem producédo de alginato) em

placas de PIA pode caracterizar mutantes de um destes genes. Neste estudo, 7 (19%) dos
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revertentes NM apresentaram fenétipo tipo 111 de producdo de alginato e algT intacto,
consequentemente, os resultados poderiam ser explicados por mudangas na sequéncia dos
genes algB e/ou algR. Recentemente, uma protease putativa, AlgO, foi detectada regulando
positivamente a producdo de alginato, embora mais estudos sejam necessarios para explicar
como isso ocorre de fato, sabe-se que AlgO afeta a expressdo de algT (SAUTTER et al.,
2012).

Dezessete (46%) isolados NM provenientes de pacientes com FC com infecgédo
crénica tinham o gene mucA intacto, sugerindo que estes isolados podem ser os isolados
originais (selvagens) que infectaram os pacientes.

A partir deste estudo foi possivel observar que, apesar da idade dos pacientes com
infeccdo crbnica por P. aeruginosa, o clima e a distancia geografica entre os isolados
provenientes do HCFMRP-USP e os isolados da Argentina, América do Norte e Europa,
mutacdes similares foram observados nos isolados. Isto reflete, provavelmente, um ambiente
seletivo comum nos pulmdes de pacientes com FC, que pode ser a resposta inflamatdria que
ndo é capaz de eliminar biofilmes de P. aeruginosa contendo alginato (BJARNSHOLT et al.,
2009).

Foi demonstrado que P. aeruginosa de pacientes com FC s&o linhagens adaptadas.
Isolados com mutacgdes nos genes reguladores globais mucA e lasR séo selecionados na fase
de adaptacdo, durante os primeiros anos de colonizagdo, em resposta ao ambiente estressante
das vias aéreas destes pacientes (JORGENSEN et al., 2015; YANG et al., 2011).

Os isolados estudados apresentaram mutacdes em lasR mas nenhum apresentou
mutacBes em rhlIR, dessa forma, eles mantém a capacidade de produzir varios fatores de
viruléncia dependente de rhIR, que sdo importantes para causar danos ao hospedeiro, como
raminolipideos. Em um estudo realizado por Bjarnsholt e colaboradores (2010), foi observado
que os isolados perdem a funcdo de RhIR somente apds varios anos de infeccdo crbnica, em
especial os isolados mucoides.

Durante a infeccdo cronica nos pulmdes de pacientes com FC, P. aeruginosa pode
sobreviver por longos periodos sobre a pressdo seletiva imposta pelo sistema imune do
hospedeiro e pela antibioticoterapia (BJARNSHOLT et al., 2009). Estudos demonstraram que
isso é possivel devido ao crescimento em forma de biofilme e evolucdo adaptativa mediada
por variacdes genéticas, como os fendtipos adaptados caracterizados pela superproducédo de

alginato com ocorréncia de variantes mucoides e desenvolvimento de hipermutabilidade
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(BJARNSHOLT et al.,, 2009; CIOFU et al.,, 2012; OLIVER, 2000), dados também
observados neste estudo.

Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que os fendtipos mutantes conferem
vantagem evolutiva as bactérias expostas ao ambiente desafiador das vias aeéreas de
fibrocisticos. Na colecdo estudada, de isolados de P. aeruginosa de pacientes com FC com
infecgdo cronica por esta bactéria, foi verificada baixa prevaléncia (17%) de isolados com
fenotipo hipermutante, Hp, quando comparada com isolados de pacientes com FC da
Dinamarca, 54% (CIOFU et al., 2010). Entretanto, esta prevaléncia foi maior do que a
observada em outro estudo brasileiro, que encontrou 6,2% de isolados hipermutantes na
colecéo estudada, considerando a frequéncia de mutacdo fortemente aumentada como critério
(LUTZ, L. et al., 2013). A deteccdo de mutacbes nos genes mutS e mutL nos isolados Hp,
confirma resultados anteriores que sugerem que a hipermutacdo é geralmente associada a
alteracdes de sequéncia no sistema MMR (CIOFU et al., 2010). Apenas um outro estudo no
Brasil investigou mutagdes em mutS em isolados de FC. Todas as mutagdes apresentadas no
estudo brasileiro e em outros estudos realizados em diversas regides do mundo foram
diferentes das mutacGes relatadas no presente estudo, mostrando que ndo existem loci
especificos para a ocorréncia de mutacéo (CIOFU et al., 2010; LUTZ, L. etal., 2013).

A pressdo seletiva exercida pelo uso continuo de antibidticos em pacientes com FC
pode resultar na ocorréncia de linhagens resistentes (CIOFU et al., 2010). Dos 64 isolados,
apenas 2 foram sensiveis, in vitro, a todos os nove antimicrobianos testados. Em 13 isolados
foram observadas col6nias no interior da zona de inibicdo de alguns dos antibioticos testados.
Estas colbnias foram coletadas, e outra determinagdo da CIM foi realizada. De um modo
geral, elas eram mais resistentes do que a populacdo original e apresentaram o mesmo perfil
de mutacdo em mutS e mutL das linhagens originais (Apéndices 3 e 4).

Os dados gerados por este trabalho servem para compreendermos melhor as adaptacGes
sofridas por P. aeruginosa para permanecer e colonizar por anos as vias aéreas dos pacientes
com FC. Também servem para enriquecer a literatura nacional, que apresenta poucos
trabalhos na &rea de microbiologia da FC. Diferengas foram observadas entre as regides do
pais quanto a presenca continua ou ndo de um mesmo genotipo em pacientes com infeccao
crénica por P. aeruginosa. Os dados aqui apresentados também enriquecem a literatura
internacional, pois 31 novas muta¢Oes foram descritas no operon algTmucABD e novas

mutacgOes descritas nos genes mutS, mutL e lasR. Apesar dos grandes avangos observados na
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qualidade de vida e sobrevida dos pacientes brasileiros, os indices ainda estdo muito abaixo
dos observados em paises desenvolvidos. O baixo perfil de resisténcia observado nos
isolados, com poucos isolados MDR, hipermutantes, dentre outros, podem estar relacionados
com a idade e tempo de infeccdo cronica dos pacientes brasileiros quando comparados com
pacientes europeus, por exemplo.



6. CONCLUSOES
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As técnicas de PCR e MALDI-TOF, utilizadas para de identificacdo de P. aeruginosa,
apresentaram alta concordancia;

A porcentagem de pacientes fibrocisticos com infeccdo pulmonar crénica por P.
aeruginosa observada neste estudo é similar aos dados disponiveis na literatura,
entretanto, a alta incidéncia em pacientes jovens merece atencéo dos clinicos;

Tipagem molecular por PFGE se mostrou util para definicho de infecgdo
cronica/intermitente em associa¢do com critérios clinicos;

Linhagens idénticas ou altamente relacionadas em pacientes ndo relacionados por
parentesco pode ser explicada por possivel transmissdo de linhagens bacterianas entre
pacientes em alguma ocasido de contato ou por exposicdo a fontes comuns;

Foi observada alta ocorréncia dos genes de fatores de viruléncia pesquisados para grande
maioria dos isolados de pacientes crénicos;

Perfil de resisténcia aos antibiodticos pesquisados dos isolados de P. aeruginosa foi baixo
e estd de acordo com as literaturas nacional e internacional e com a antibioticoterapia
adotada no hospital;

A resisténcia ao imipenem e meropenem observada nos isolados ndo ocorre pela
producdo de carbapenemases e a resisténcia as fluoroquinolonas (ciprofloxacina e
levofloxacina) ndo se d& pela presenca de genes de resisténcia plasmideais, mas é
importante monitorar estes mecanismos de resisténcia na populacdo com FC;

Nos pares de isolados NM e M de pacientes deste estudo, as mutagcdes no gene mucA
foram o principal mecanismo de conversdo para o fenotipo mucoide; o mesmo foi
observado nos isolados de pacientes que sé apresentaram o fen6tipo mucoide. Um dos
fatores que explicam o fendtipo revertente NM destes pacientes foram as mutagdes
encontradas no gene algT, resultados semelhantes aos encontrados em isolados de
pacientes com FC da Escandinavia;

O perfil de macrorrestricdo do DNA genémico e mutacdes nos genes mucA e mucD
confirmaram transmisséo interpacientes;

Foram detectadas novas muta¢Ges nos genes mutS e mutL que também suportam a ideia
que hipermutacdo em P. aeruginosa esta associada com mutacfes do sistema mismatch
de reparo do DNA,;

O sistema quorum sensing dos isolados estudados esta parcialmente prejudicado, devido

as varias mutagdes no gene lasR, mas todos os isolados conservam o gene rhiIR intacto,
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que sustenta alguma atividade quorum sensing com producdo de fatores de viruléncia
importantes;

Pacientes com infeccdo crbnica por P. aeruginosa com isolamento de outros BGN-NF
apresentam maior alteracdo da funcdo pulmonar do que pacientes com infeccao crénica
por P. aeruginosa com ou sem isolamento de S. aureus concomitante;

As alteracdes presentes no operon algTmucABD, quorum sensing e hipermutabilidade
contribuem para a cronicidade dos pacientes com FC em relacdo a infeccdo por P.

aeruginosa.
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Apéndice 1. Dados gerais de P. aeruginosa e dados clinicos dos pacientes com fibrose cistica com colonizacéo

cronica
Idade{género Identific_agéo Fendtipo . Data PFGE Perfil de sensibilidade a antibidticos
paciente P. aeruginosa isolamento
FC-1 NM 06/07/11 A S
18/F
FC-1a M 07/03/12 Al S
FC-2 M 07/06/11 B GEN', AMK'
10/M FC-2b M 12/07/11 B GEN', AMK'
FC-2c M 03/07/12 B GEN', AMK'
FC-3 M 06/07/11 c CIP', LEV!, IMIR
FC-3a NM 07/03/12 C *CIP', FEP'!, TZP', CAZR, TICR, ATMR, LEVR, IMIR
oM FC-3d (1) M 27/06/12 C *CIP', MEM' TZP', FEPR, CAZR, TICR, ATMR, LEVR, IMIR
FC-3d (2) NM 27/06/12 C *CIP!, LEV', ATM'
FC-9a-1 NM 03/08/11 D S
12/F
FC-9a-3 NM 03/08/11 E IMI', AMKR, GENR
oM FC-12-1 M 13/07/11 F S
FC-12-2 M 13/07/11 F 5
FC-19-1 M 13/07/11 G S
FC-19-3 NM 13/07/11 G S
28/M FC-19-4 NM 13/07/11 G S
FC-19a (1) M 06/06/12 G S
FC-19a (2) NM 06/06/12 G S
20/F FC-22a M 29/02/12 “d" TIC'
FC-26 NM 20/07/11 H S
FC-26b M 18/04/12 | *MEM', TICR, ATMR
9/F FC-26¢ NM 22/08/12 J IMI', LEV', CIP!
FC-26d (1) M 29/08/12 | *TZP', IMIR, ATMR, TICR
FC-26d (2) NM 29/08/12 11 *TZPR, MEMR, IMIR, CAZR, ATMR, TICR
FC-27 NM 20/07/11 H S
0,6/M FC-27c NM 16/05/12 H1 S
FC-27d NM 22/08/12 H1 TIC!
FC-28 NM 27/07/11 El IMI', LEV', CIP'!
5/M FC-28c NM 21/03/12 El IMI', LEV', CIP!
FC-28d NM 22/05/12 El IMI', LEV', CIP!
FC-33 NM 27/07/11 Y S
13/F FC-33a NM 29/02/12 ¥ S
FC-33b NM 31/05/12 Y S
FC-38 NM 03/08/11 K S
oF FC-38b NM 29/02/12 K TIC', IMIR
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Idade/género

Identificacdo

Data

paciente P. aeruginosa Fenétipo isolamento PFGE Perfil de sensibilidade a antibiéticos
FC-40a M 10/08/11 L S
FC-40b-1 M 14/03/12 L 5
9IF FC-40b-2 NM 14/03/12 L TOB!, GENR
FC-40c NM 24/05/12 M TIC'
12/M FC-44 NM 03/08/11 N S
FC-45-1 M 03/08/11 B 5
FC-45-2 NM 03/08/11 B LEV!
20/M
FC-45a (1) M 06/06/12 B AMK!, GEN!
FC-45a (2) NM 06/06/12 B S
FC-47 M 03/08/11 0] LEV', TIC'!
13/F FC-47a NM 14/03/12 O ATM', TICR
FC-47b NM 05/06/12 O *ATM', LEVR TICR
12/F FC-58E NM 20/06/12 "d" TIC!
S5 FC-62a (1) M 07/03/12 P S
FC-62a (2) NM 07/03/12 P S
. FC-64 M 17/08/11 Q S
FC-64a M 21/03/12 Q S
FC-65b-1 NM 28/03/12 B GEN!
9IM FC-65b-3 NM 28/03/12 B GEN!, LEVR
FC-65c NM 22/08/12 B CIPR, LEVR
5/M FC-71a NM 28/03/12 R TIC'
9M FC-73b NM 11/06/12 o S
FC-78a NM 18/04/12 S IMIR, CIPR
17/F FC-78b NM 04/07/12 S IMI', CIPR, LEVR
FC-78c NM 24/09/12 S CIPR, LEVR
FC-79a (1) M 07/03/12 A S
1M FC-79a (2) NM 07/03/12 A S
FC-79b M 20/06/12 A2 *FEP'!, CAZR, ATMR, TZPR TICR
S FC-84 (1) M 07/12/11 T S
FC-84 (2) NM 07/12/11 T S
20/M FC-88 NM 14/12/11 U S
4/M FC-92 NM 29/02/12 V S
FC-96 (A-2) M 07/03/12 w GEN', AMKR
S FC-96a (A-2) NM 21/03/12 w *LEV!, AMKR, IMIR?, CAZR, ATMR, TZPR, GENR, CIP?, TICR
FC-104-2 M 21/03/12 X S
olF FC-104-1 NM 21/03/12 X IMIR
FC-104a NM 30/05/12 X IMIR
FC-114 M 23/05/12 Y S
16/M
FC-114a M 05/09/12 Y ATM', TICR
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Fenétipo . Data PFGE Perfil de sensibilidade a antibidticos
isolamento

Idade/género ldentificacéo
paciente P. aeruginosa

17/M FC-116 M 22/08/12 2 S
! Idade = anos, M = masculino, F = feminino, 2 M = mucoide, NM = ndo-mucoide, 2 Pulsotipos de P. aeruginosa
com mesma letra sdo indistinguiveis ou altamente relacionados, “d” = DNA degradedo, * S = sensivel a todos 0s
antimicrobianos testados, | = resisténcia intermedidria, R = resisténcia. TIM, ticarcilina-acido clavulénico; TZP,
piperacilina-tazobactam; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepima; IMI, imipenem; MEM, meropenem; ATM,
aztreonam; GEN, gentamicina; TOB, tobramicina; AMK, amicacina; CIP, ciprofloxacina; LEV, levofloxacina.

Apéndice 2. Determinacdo da CIM (ug/mL) para os 8 isolados de P. aeruginosa MDR

P. aeruginosa Determinagéo da CIM (ug/mL)

MDR TZP CAZ IMP MER ATM cIp AMK TOB coL
FC-3a 48/64 24 6 2 16 4 8 15 0,75
FC-3d (1) 64* 48 >32 6* 16 416 24 3 05
FC-26b 12/16 6 0,75 12% 32 3/4 12/16 15 1
26d (1) 64 16% 6 g 24 15 6 0,75 05
26d (2) 96/>256* 16 12* >32 24 15 16 075 15
FC-47b 8/12 6 0,75 0,19 24 4 4 1 1
FC-79b 416 3 3 0,38 6/8* 05 16/24 4 3/4
FC-96a (A-2) 115 416 8 6 0,75/1,5 4 >256 48 0,38

TZP: piperacilina-tazobactam, CAZ: ceftazidima; IMI: imipenem, MER: meropenem, ATM: aztreonam, CIP:
ciprofloxacina, AMK: amicacina, TOB: tobramicina, COL: colistina, *: subpopula¢des no halo de inibigdo, /: zona de
inibicdo dupla.
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Apéndice 3. Mutacfes observadas nos isolados de P. aeruginosa provenientes de 40 pacientes

P. aeruginosa/

fenétipo mucA (64) algT (64) mucB (18) mucD (18) lasR (64) mutS (18) mutL (18)
Insercdo GC em
B 583:Stop codon/Ala
Insercéo GC em .
6B/NM 583:Stop codon/Ala A409G:lle/Val
13/M C211G:Arg/Gly
C211G:Arg/Gly,
. Insercdo CAGA em
14-2/NM G409T:Gly/Cys 245:Frameshift,
stop codon 700
C35G:Ala/Gly,
30/M C364T:Pro/Ser,
C367T:Stop codon
C35G:Ala/Gly,
31/NM C364T:Pro/Ser,
C367T:Stop codon
39/M C32T:Ser/Phe
40/NM A508G:Thr/Ala C1609G:His/Asp
Insercéo G em Insercdo CA em
41:Frameshift, . s 1335:Frameshift,
45/NM AC57:Thr/His, A242G:GlIn/Arg C1609G:His/Asp stop codon 1711,
G68A:Asp/Asn C1295T:Ala/Val
47/M

56/M C382T:Stop codon
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P. aeruginosa/

fen6tipo mucA (64) algT (64) mucB (18) mucD (18) lasR (64) mutS (18) mutL (18)
) i C611G:Ala/Gly, A409G:lle/Val,
57-2/NM C382T:Stop codon AB6G:Tyr/Cys AB31G-Thr/Ala  G1321A:Val/lle
AC365:Frameshift,
S58AIM stop codon 385
AC365:Frameshift,
et stop codon 385
AG168:Frameshift,
59/M stop codon 283
AG430:Frameshift,
el stop codon 439
66/NM AG430:Frameshift, C338T:Ser/Phe
stop codon 439
79-2/INM
84/NM
94/NM
Allpb em
496:Frameshift,
110/NM stop codon em
772
114/M AA568:Frameshift Al11G:GIn/Arg
116/NM AB26G:Asn/Ser
122A/IM C349T:Stop codon
. Insercdo 9pb em
122/NM C349T:Stop codon 140:Erameshift
124/M C349T:Stop codon
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P. aeruginosa/

fen6tipo mucA (64) algT (64) mucB (18) mucD (18) lasR (64) mutS (18) mutL (18)
AB631G:Thr/Ala, .
126/NM C643T:Arg/Cys G1321A:Val/lle
A58pb em
138/M AA578:Frameshift 321:Frameshift,
stop codon 325
x A58pb em
140/NM AAS578:Frameshift Insergdo 9pb em 321:Frameshift,
138:Frameshift
stop codon 325
A484G:Thr/Ala,
142-1/M AG430:Frameshift, GSSl@:Arg/Hls, C1273A:Pro/Thr
stop codon 439 Insercéo 9pb em
767:Frameshift
A484G:Thr/Ala,
142-2/NM AG430:Frameshift, GSSle:Arg/Hls, C1273A:Pro/Thr
stop codon 439 Insercdo 9pb em
767:Frameshift
154/NM
AG430:Frameshift,
Sk stop codon 439
AG430:Frameshift, .
158/NM stop codon 439 A86G:Tyr/Cys
170/M T45G:Asp/Glu C665T:Thr/lle
171/NM T45G:Asp/Glu AGI57:Frameshif A409G:Ile/Val  C665T:Thr/lle

t, stop codon 295
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P. aeruginosa/

fen6tipo mucA (64) algT (64) mucB (18) mucD (18) lasR (64) mutS (18) mutL (18)
C211G:Arg/Gly,
Insercdo CAGA em
BN 245:Frameshift,
stop codon 700
180/NM
182/NM A409G:1le/Val
187/NM
Insercdo GC em
e 583:Stop codon/Ala
Insercdo GC em . .
192/NM 583:Stop codon/Ala G49A:Gly/Arg A409G:lle/Val
C137T:Ala/Val,
201/M AA437:Frameshift,
stop codon 439
C137T:Ala/Val,
202/NM AA437:Frameshift, A86G:Tyr/Cys A409G:lle/Val
stop codon 439
AG357:Frameshift,
i stop codon 385
) : i : A98pb em
210/NM AG357:Frameshift,  AC556:Frameshif G1321A:Valllle  36:Frameshift, stop
stop codon 385 t
codon 598
211/NM

212/NM
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P. aeruginosa/

fen6tipo mucA (64) algT (64) mucB (18) mucD (18) lasR (64) mutS (18) mutL (18)
AC310:Frameshift,
2l stop codon 385
AC310:Framieshift, C133T:Stop
217INM stoip codon 385 codon
C224T:Thr/Met,
AG430:Frameshift, Adpb em .
2eih stop codon 439 461:Frameshift, Glatyrsvile
stop codon 526
C224T:Thr/Met,
AG430:Frameshift, Adpb em .
219AINM stop codon 439 461:Frameshift, C1847T:Thrille
stop codon 526
233/IM C424T:Stop codon
Inser¢do C em
235/M 238:Frameshift, stop
codon 478
Insercdo C em
236/NM 238:Frameshift, stop A409G:1le/Val
codon 478
AG430:Frameshift,
245AIM stop codon 439
245B/NM ARl C528A:Phe/Leu
stop codon 439
250/M AC347:Frameshift,

stop codon 385
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P. aeruginosa/

fen6tipo mucA (64) algT (64) mucB (18) mucD (18) lasR (64) mutS (18) mutL (18)
AC347:Frameshift, .
251/NM stop codon 385 Al76G:Tyr/Cys
Insercdo 11pb em
) . C1310G:Thr/Se . 1569:Frameshift,
253/M 3?45’:262:“"‘2“;;“'“' A631G:Thr/Ala r, C320T:Ala/Val gggﬂﬁ%ﬁﬁr stop codon em
P G1321A:Val/lle ' 1720,
G1216A:Ala/Thr
i . C1310G:Thr/Se . Insercdo 11pb em
254/NM SAtS“iga'Z;aZ‘;;h'ﬁ* A631G:Thr/Ala T, C320T:Ala/Val gggﬂﬁf{;ﬁ'ﬁr 1569:Frameshift,
g G1321A:Valllle ' G1216A:Ala/Thr
258/NM G560A:Stop codon
259/M C352T:Stop codon A463G:Lys/Glu
AT733:Framesh
260/NM ift, stop codon A463G:Lys/Glu
868
Insercdo CA em
- 1335:Frameshift,
45 MER/NM C1609G:His/Asp stop codon 1711,
C1295T:Ala/Val
Insercdo CA em
L 1335:Frameshift,
45 CIP/NM C1609G:His/Asp stop codon 1711,
C1295T:Ala/Val
Allpb em
110 CAZ/NM 496:Frameshift,

stop codon em
772
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P. aeruginosa/

fen6tipo mucA (64) algT (64) mucB (18) mucD (18) lasR (64) mutS (18) mutL (18)
Allpbem
496:Frameshift,
LD ) stop codon em
772
A484G:Thr/Ala,
142-2 G581A:Arg/His, )
ATM/NM A9pb em 767: C1273A:ProfThr
Frameshift
219 ATM/M C1847T:Thr/lle
219A

ATM/NM

C1847T:Thr/lle
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Apéndice 4. Determinacdo da CIM de 9 antimicrobianos para subpopulacfes de P. aeruginosa

Isolados* TZP CAZ IMI MER ATM CIP AMK TOB COL
6A AMK 1 3 1 0,094 0,75 15 > 256 24 1
13 AMK 3 6 1 0,064 15 0,75 > 256 24 0,75
14-2 CIP 8 8 1 0,064 3 12* 96* 16

39 ATM 24 > 256 1 0,5 > 256 0,125 0,25 0,25 3
45 MER 15 2 > 32 3 15 2 16 4 1
65 TZP 64 24 4 6 24 2 8/12 1 0,75
66 TZP > 256 16 12/>32 > 32 24 2 8 0,75 2
110 CAZ 64* 24* 12 6 24 0,75 48 8 15
142-2 ATM 32 24 12 3 12 2 64 8 0,38
187 CIP 3 3 8 3 4 12* 16 3 1
219 ATM >256 >256 >32 12 128*/>256 4 >256 32 0,38
219A ATM 48*/>256 | 48/>256 6 15 32 15 96*/>256 24* 0,38
258 IMI 0,75 1 12 2 0,38 16* 32 8 1

#: subpopulagdes retiradas de dentro do halo de inibicdo do respectivo antimicrobiano, TZP: piperacilina-tazobactam,
CAZ: ceftazidima; IMI: imipenem, MER: meropenem, ATM: aztreonam, CIP: ciprofloxacina, AMK: amicacina, TOB:
tobramicina, COL.: colistina, *: subpopulagdes no halo de inibicéo, /: zona de inibigao dupla.
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Anexo 1. Parecer ético do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCFRP-USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Of. CEP/FCFRP n°. 56/2011
Kms

Ribeirao Preto, 20 de julho de 2011.

A

PROFA. DRA. ANA LUCIA DA COSTA DARINI
P6s-graduandas Carolina Paulino Da Costa Capizzani e
Natalia Candido Cagador

DACTB / FCFRP / USP

Prezada Senhora,

O Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP/USP aprovou, em sua 89
Sessao Ordinaria, realizada em 20/05/2011, o projeto de pesquisa intitulado
“EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES BACTERIANAS EM PACIENTES COM FIBROSE CISTICA
ENVOLVENDO BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS NAO FERMENTADORAS”, apresentado por
Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n°. 210.

Em atendimento a Resolucago 196/96, lembramos que devera ser

encaminhado ao CEP o relatério final da pesquisa e a publicacdao de seu resultado,

para acompanhamento, bem como comunicada qualquer alteracdo, intercorréncia ou
interrupcao do mesmo.
Atenciosamente,
VWG T =

PROF. DR*. MARIA REGINA TORQUET]I
Coordenadora do CEP/FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP
Comité de Etica em Pesquisa — cep@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3602-4213 ou 3602-4216 — Fax: (16) 3602-4892
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Anexo 2. Parecer ético do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCFMRP-USP

B e S
www.hcrp.fmrp.usp.br | B A )

USP - RIBEIRAO

SIMSINCS - WO - PGS

Ribeirdo Preto, 30 de maio de 2011

Projeto de pesquisa: “EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES BACTERIANAS EM
PACIENTES COM FIBROSE CISTICA ENVOLVENDO BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS NAO FERMENTADORAS”.

Pesquisadoras responsaveis: Ana Lucia da Costa Darini (Orientadora) e Carolina Paulino
da Costa Capizzani e Natalia Candido Cagador (Mestrandas da FCFRP).

Instituicao Proponente:Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP

“O CEP do HC e da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP da
Instituigio Proponente, que cumpre as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a
Resolugdo CNS 196/96. Diante disso, o HCFMRP-USP, como institui¢do co-participante
do referido projeto de pesquisa, estd ciente de suas co-responsabilidades e de seu
compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos desta pesquisa, dispondo
de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranga e bem-estar”.

Ciente e de acordo:

()&U&uoﬁ&ﬁww& G f

Dr* Marcia Guimarées Villanova Prof. Dr. Eduardo Barbosa Coelho
Coordenadora do Comité de Etica Coordenador da Unidade de Pesquisa
em Pesquisa - HCFMRP-USP Clinica — UPC - HCFMRP-USP

11
HC - Campus Universitario COMITE DE ETICA EM PESQUISA do HCFMRP-USP
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto  SP £ JR-2228

cep@hcrp.fmrp.usp.br
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Anexo 3. Termos de consentimento livre e esclarecido entregue aos pais ou responsaveis
pelos pacientes com FC.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(menores de 18 anos)
ESTUDO:
“Epidemiologia classica e molecular de bactérias nao fermentadoras isoladas de pacientes
com fibrose cistica”

Sou pesquisadora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto e tenho uma
investigagdo cientifica junto com os médicos do Ambulatério de Fibrose Cistica. Quero
estudar as bactérias que causam infec¢cdo ou catarro com pus em todos os pacientes com
fibrose cistica atendidos neste hospital, por isso convido seu(sua) filho(a) a participar desta
pesquisa. Como vocés sabem, a cada 2 meses ja é feito uma coleta de escarro de seu filho(a),
e eu queria usar este mesmo escarro para pesquisar a bactéria que estd causando infeccédo
pulmonar nele(a), sem ter a necessidade de colher outro escarro. Para este estudo ndo sera
necessario examinarmos seu filho(a), e tudo serd feito como j& era feito antes neste
ambulatério, s6 usarei o escarro, depois que o laboratério do hospital ndo mais precisar
dele. O documento abaixo contém todas as informacgdes necessarias sobre a pesquisa que
estou fazendo; leia atentamente e, caso tenha duvidas, vou esclarecé-las (se ndo souber ler,
fique tranquilo(a) que leio para vocé). Se concordar em usarmos o material colhido de seu
filho(a), o documento serd assinado e sé entdo darei inicio a pesquisa. Sua colaboracao neste
estudo serd de muita importancia para mim, mas se desistir a qualquer momento, isso nao
causara nenhum prejuizo a vocé, nem ao seu(sua) filho(a).

BU, (inserir 0 nome), RG
...................... , CPF......eceovsivisieeieenee, NAscido(a) em / / , abaixo
assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade que o material colhido (escarro, secrecéo
de orofaringe) do meu(minha) filno(a).........ccccoeviiiiiiiiiei e, nascido(a) em

/ / , seja usado no estudo “Epidemiologia classica e molecular de
bacterias ndo fermentadoras isoladas de pacientes com fibrose cistica”. Declaro que obtive
todas as informacgdes necessarias e fui esclarecido(a) de todas as davidas apresentadas e estou
ciente que:

1) O estudo poderad beneficiar meu(minha) filho(a) e outros pacientes com fibrose cistica,
identificando as bactérias que causam infecgcdes e os antibidticos que agem sobre elas,
fornecendo informacBes aos médicos responsaveis pelo atendimento do meu(minha)
filho(a);

2) A coleta de escarro sera realizada no ambulatorio de fibrose cistica e ou enfermaria de FC
do HCFMRP-USP conforme tem sido feita rotineiramente, caso meu(minha) filho(a) ja
esteja em acompanhamento neste hospital. Ndo sera feita nenhuma outra coleta além da de
costume;

3) Se meu(minha) filho(a) ndo estiver ainda em acompanhamento, e se ele(a) tiver condic¢des
de colher escarro, este escarro também serd colhido em vasilhinhas de plasticos, sem
qualquer ajuda de aparelhos cirdrgicos. Se meu(minha) filho(a) ndo conseguir colher, um
cotonete esterilizado pode ajudar a colher escarro ou saliva da garganta dele(a);

4) Essas coletas serdo feitas e em nada influenciardo no atendimento de meu(minha) filho(a);
n&o vai cura-lo(a) e ndo causara nenhum problema;
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5) A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de submeter a um tratamento terapéutico ou
mudar os remédios que ele(ela) vem tomando e serd sem custo algum para mim;

6) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragdo neste estudo no momento em
que desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo;

7) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem ao(a) meu(minha) filho(a), e ndo
ira interferir no atendimento ou tratamento médico;

8) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em segredo, mas concordo que
sejam divulgados em publicacGes cientificas, desde que nem o meu nome nem o de
meu(minha) filho(a) sejam mencionados;

9) Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa;

10) Eu receberei uma copia deste termo onde consta o telefone e 0 endereco do pesquisador

principal, podendo tirar minhas ddvidas sobre o projeto e minha participacdo, agora ou a

qualquer momento.

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Néo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Testemunha 1 :

Testemunha 2 :

Ribeirdo Preto, de de 2011

Responsavel: assinatura / nome / telefone / grau de parentesco

Nome / RG / Telefone

Nome / RG / Telefone

Responsavel pela Pesquisa:

Profa. Dra. Ana LUcia da Costa Darini

Assinatura dos responsaveis pela execugdo do Projeto e apresentacdo do TCLE:

Carolina Paulino da Costa Capizzani

Natélia Candido Cagador

Farmacéuticas e alunas da FCFRP-USP
Telefone para contato: 16 3602 4290
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para maiores de 18 anos)
ESTUDO:

“Epidemiologia classica e molecular de bactérias ndo fermentadoras isoladas de pacientes
com fibrose cistica”

Sou pesquisadora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto e tenho uma
investigagdo cientifica junto com os médicos do Ambulatério de Fibrose Cistica. Quero
estudar as bactérias que causam infeccdo ou catarro com pus em todos 0s pacientes com
fibrose cistica atendidos neste hospital, por isso convido vocé a participar desta pesquisa.
Como vocé sabe, a cada 2 meses ja é feito uma coleta de escarro sua, e eu quero usar este
mesmo escarro para pesquisar a bactéria que esta causando infeccdo pulmonar em vocé, sem
ter a necessidade de colher outro escarro. Para este estudo ndo serd necessario te examinar,
e tudo seré feito como j& era feito antes neste ambulatério, sé usarei o escarro, depois que 0
laboratdério do hospital ndo mais precisar dele. O documento abaixo contém todas as
informagdes necessarias sobre a pesquisa que estou fazendo; leia atentamente e, caso tenha
duvidas, vou esclarecé-las (se ndo souber ler, fique tranquilo(a) que leio para vocé). Se
concordar em usarmos o material colhido de vocé, o documento serd assinado e s6 entdo
darei inicio a pesquisa. Sua colaboracéo neste estudo sera de muita importancia para mim,
mas se desistir a qualquer momento, isso ndo causaréd nenhum prejuizo a vocé.

R (inserir 0 nome),
RG...coove. , CPF...ccoiii. , hascido(a) em / / , abaixo
assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntario(a) do
estudo “Epidemiologia classica e molecular de bactérias ndo fermentadoras isoladas de
pacientes com fibrose cistica”. Declaro que obtive todas as informacdes necessarias, bem
como todos 0s eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

1) O estudo podera beneficiar a mim e aos outros pacientes com fibrose cistica,
identificando as bactérias que causam infeccdes e os antibidticos que agem sobre elas;
fornecendo informacdes aos médicos que me atendem;

2) A coleta de escarro sera realizada no ambulatorio de fibrose cistica e ou enfermaria de
FC do HCFMRP-USP conforme tem sido feita rotineiramente, caso eu ja esteja em
acompanhamento neste hospital. N&o sera feito nenhuma outra coleta além da de costume;

3)  Se eu ndo estiver ainda em acompanhamento, e tiver condi¢des de colher escarro, este
escarro serd colhido em vasilhinhas de plasticos, sem qualquer ajuda de aparelhos
cirurgicos. Se eu ndo conseguir colher, um cotonete esterilizado pode ajudar a colher escarro
ou saliva da minha garganta;

4)  Essas coletas serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciara no meu
atendimento; ndo ird me curar e nem causara nenhum problema a mim;

5) A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de submeter a um tratamento terapéutico
e sera sem custo algum para mim;

6) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragdo neste estudo no momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo;

7) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, e ndo iré interferir no atendimento
ou tratamento médico;
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8)  Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em segredo, mas concordo
que sejam divulgados em publicacBes cientificas, desde que o meu nome ndo seja
mencionado;

9)  Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa;
10) Eu receberei uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco do
pesquisador principal, podendo tirar minhas ddvidas sobre o projeto e minha participacéo,
agora ou a qualquer momento.

sejo conhecer os resultados desta pesquisa.

e
do desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

()D
()N

Ribeirdo Preto, de de 2011

Responsavel: assinatura / nome / telefone / grau de parentesco

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Responsavel pela Pesquisa:

Profa. Dra. Ana LUcia da Costa Darini

Assinatura dos responsaveis pela execugdo do Projeto e apresentacdo do TCLE:

Carolina Paulino da Costa Capizzani

Natalia Candido Cacador

Farmacéuticas e alunas da FCFRP-USP
Telefone para contato: 16 3602 4290



