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RESUMO

NEVES, P. Alteracdes da permeabilidade e expressdo de bombas de efluxo em isolados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa resistente ao imipenem. 100f. Tese (doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Introducio: Isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes estdo associados a elevadas
taxas de mortalidade. A resisténcia ao imipenem € uma urgéncia global, uma vez que é considerado o
tratamento de escolha para infeccdes associadas a bactérias Gram negativas multirresistentes. Assim,
elucidar os mecanismos de resisténcia é de vital importancia para realizar um controle epidemiolégico
efetivo da disseminagdo deste tipo de isolado. Objetivos: Caracterizar os principais mecanismos de
resisténcia ao imipenem em 76 isolados clinicos brasileiros de Pseudomonas aeruginosa, recuperados em
2004/2007, de 4 centros hospitalares do Estado de Sdo Paulo. Material e métodos: Foram investigados:
i) o perfil de resisténcia com determinacdo da CIM do imipenem,; ii) a deteccdo de metalo-beta-
lactamases (MBL) através de métodos fenotipicos e genotipicos; iii) a sensibilidade e especificidade do
método de dupla difusdo do disco na deteccio de MBL; iv) a presenca de genes codificadores de
metilases 16S RNAr e sua associacio com fendtipos aminoglicosideo resistentes; v) alteracdes da
permeabilidade por perda da porina OprD; vi) a presenga ou auséncia do gene oprD por PCR; vii)
triagem fenotipica para expressdo de bombas de efluxo através da determinacido da CIM de quinolonas,
cefalosporinas e carbapenémicos na presenga/auséncia de inibidores especificos, realizando uma andlise
comparativa com o método de disco combinado; viii) os genes associados as bombas de efluxo mexA e
mexE, através de PCR; ix) caracterizar a expressdo das bombas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN,
X) a clonalidade dos isolados por tipagem genotipica, através de ERIC-PCR, avaliando a relacdo genética
(dendrograma) e sua associagdo com o predominio de um determinado mecanismo de resisténcia.
Resultados: Dentre os isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenem estudados (n=76, CIMs, e
CIMy, = 32 pg/mL e > 512 pg/mL, respectivamente) 82% apresentaram um fendtipo de multirresisténcia.
O principal mecanismo de resisténcia ao imipenem foi a producdo de MBL, detectada em 74% dos
isolados, e destes, 62% carregavam o gene blaspy € 12% carregavam o gene blaypy-like. O método de
dupla difusdo do disco identificou a produ¢do de MBL em 61% dos isolados. A combinacdo CAZ/MAA
apresentou maior sensibilidade na detec¢io de MBL associada a SPM-1 (89%), mostrando uma
especificidade de 86%. A presenca do gene rmtD foi confirmada em 66% das amostras resistentes aos
aminoglicosideos, sendo que a presenga concomitante do gene rmtD e do gene blaspy; foi confirmada
em 61% dos isolados. A delecdo da porina OprD foi observada em 71% dos isolados. Dentre os isolados
MBL positivos, 66% apresentaram auséncia desta porina e, dentre as amostras MBL negativas, 85% nao
apresentaram OprD. Assim, para a resisténcia ao imipenem foi confirmada a contribuicdo de dois
mecanismos, mediados pela presenca de MBL e auséncia de porina OprD. Em 13% (10/76) isolados, a
delecdo da porina OprD esteve associada a presenca de seqiiéncias de inser¢do (SI) em uma regido
anterior ao gene oprD. Por outro lado, a auséncia de amplificacdo da regido 736/1394 do gene oprD, em
11% (9/76) dos isolados, sugeriu a presenca de polimorfismos. O gene mexA esteve presente em 92% dos
isolados, enquanto que o gene mexE esteve presente em 82% dos isolados. A triagem de bombas de
efluxo por disco combinado e andlise da CIM na presenca de reserpina, CCCP e PAPBN, utilizando
levofloxacina, meropenem, aztreonam, imipenem ou levofloxacina, ndo teve correlacgio com a
superexpressdo dos sistemas MexAB-OprM e MexEF-OprN. Ambos os métodos careceram de
especificidade e sensibilidade quando comparados ao PCR em tempo real. A superexpressdo dos sistemas
mexA e mexE foi confirmada em 35% (7/20) isolados MBL negativos, enquanto que 11% (6/56) isolados
MBL positivos apresentaram superexpressdo do gene mexA ou mexE, sendo que 7% (4/56) isolados MBL.
positivos superexpressaram ambos os genes. A superexpressdo dos sistemas MexAB-OprM e MexEF-
OprN como unico mecanismo de resisténcia ao meropenem e imipenem foi confirmada em 10% (2/20)
dos isolados MBL negativos. Nos 76 isolados, a tipagem genotipica por ERIC-PCR, identificou a
presenca de 24 clusters (considerando 90% de similaridade na andlise do dendrograma). Conclusao: A
convergéncia de multiplos mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa parece ser um evento favoravel
para a seleciio de clones endémicos multirresistentes disseminados na regido Sudeste do Brasil.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Resisténcia bacteriana. Metalo-beta-lactamases.
Bombas de efluxo. Porina OprD.




ABSTRACT

NEVES, P. Permeability alterations and expression of efflux pumps in clinical isolates of imipenem-
resistant Pseudomonas aeruginosa. 100p. Thesis (Ph.D.) — School of Pharmaceutical Sciences,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Introduction: Clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa are associated with high mortality rates.
Resistance to imipenem is a global concern, since it is a drug of choice for the treatment of
infections produced by multidrug-resistant Gram-negative bacteria. Thus, research on resistance
mechanisms is crucial to carry out an effective program for infection control and epidemiology of
imipenem-resistant strains. Objective: to characterize the major mechanisms of imipenem resistance
in 76 clinical isolates of P. aeruginosa recovered from clinical samples collected, from 2004 to
2007, in four hospitals in the State of Sdo Paulo, Brazil. Material and methods: Isolates were
screened for: i) resistance profile to antibacterial agents, determining the MIC of imipenem,; ii) the
detection of metallo-beta-lactamase (MBL) by phenotypic and genotypic methods, iii) MBL
detection by using a double-disk diffusion test (D-test), determining the sensitivity and specificity of
the assay; iv) the presence of genes encoding 16S rRNA methylases and their association with
aminoglycoside-resistant phenotypes, v) changes in the bacterial permeability due to porin (OprD)
loss; vi) the presence or absence of the oprD gene by using PCR; vii) phenotypic expression of
efflux pumps by determining the MIC of quinolones, cephalosporins and carbapenems in the
presence/absence of specific inhibitors, performing a comparative analysis with a combined-disk
method, viii) genes encoding efflux pumps proteins (mexC and mexX) by PCR; ix) MexAB-OprM
and MexEF efflux pumps expression; X) clonal relatedness, by ERIC-PCR genotyping, regarding
the predominance of major resistance genotypes. Results: Among imipenem-resistant P. aeruginosa
strains (n=76, MICsy e MICyy = 32 pg/mL e > 512 pg/mL, respectively) 82% showed a multidrug-
resistant phenotype. The main mechanism of imipenem resistance was the MBL production detected
in 74% strains, of which 62% harbored the blaspy.; gene, and 12% harbored the blaypy-like gene.
The D-test identified MBL production in 61% strains. In this regard, CAZ/MAA was the most
sensitive combination for MBL detection associated to SPM-1 enzyme (89%), exhibiting 86%
specificity. The presence of the rmtD 16S rRNA methylase gene was confirmed in 66%
aminoglycoside-resistant strains. Moreover, presence of both rmtD and blaspy ; genes was identified
in 61% strains. Loss of OprD porins was observed in 71% strains. In this regard, 66% MBL positive
strains and 85% MBL negative strains showed OprD loss. Thus, MBL production and OprD loss
contributed to imipenem resistance in P. aeruginosa. Most likely, in 13% (10/76) strains the porin
loss was associated to insertion sequences (SI) inserted upstream of the oprD gene. On the other
hand, in 11% (9/76) strains the absence of a PCR product targeting the 736/1394 region of the oprD
gene, suggested the presence of polymorphisms. The mexA gene was identified in 92% strains,
whereas the mexE gene was identified in 82% strains. Results obtained from efflux pump screening
by using a combined-disk assay and MIC determination in the presence of reserpine, CCCP e PABN
(using levofloxacin, meropenem, aztreonam or imipenem) was not correlated with results obtained
from MexAB-OprM and MexEF-OprN overexpression analysis by RT-PCR. In this regard, both
combined-disk and MIC assay showed lack of specificity and sensitivity in comparison to RT-PCR.
Overexpression of mexA and mexE genes was confirmed in 35% (7/20) MBL-negative and 11%
(6/56) MBL-positive strains, respectively, being 7% (4/56) MBL-positive strains overexpressed both
genes. The overexpression of MexAB-OprM and MexEF-OprN efflux pumps, as only mechanism of
resistance to meropenem and imipenem was observed in 10% (2/20) MBL-negative strains. ERIC-
PCR typing revealed the presence of 24 clusters among 76 imipenem-resistant P. aeruginosa strains
(= 90% similarity). Conclusion: The convergence of multiple mechanisms of resistance in
Pseudomonas aeruginosa seems to be a favorable event for the selection of multiresistant clones
endemic in the southeastern region of Brazil.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Bacterial resistance. Metallo-beta-lactamases.
Efflux pumps. OprD porin.
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INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa ¢ um dos principais agentes de infeccdo nosocomial
em hospitais brasileiros, onde diversos estudos t€m associado a sua presenca com uma
disseminagdo clonal da espécie (DE FREITAS & BARTH, 2002; FIGUEIREDO-
MENDES et al., 2005; KOKIS et al., 2005; GALES et al., 2004; PELLEGRINO et al.,
2002; SADER et al., 1993).

A importancia clinica da infeccdo por P. aeruginosa caracteriza-se pela
expressdo de multipla resisténcia a antibacterianos associada a uma dificil erradicagcao
da doenca, conseqiientemente com elevados indices de morbidade e mortalidade
(GALES et al., 2003; SADER et al., 2005).

Esse microorganismo pode apresentar resisténcia natural ou adquirida, a um
grande nimero de antibidticos utilizados na pratica clinica, como cefalosporinas de
primeira, segunda e terceira geracdes, tetraciclinas, cloranfenicol e macrolideos
(YONEDA et al., 2005). A presenca de uma enzima beta-lactamase AmpC codificada
cromossomicamente € responsdvel pela resisténcia intrinseca a algumas penicilinas e
cefalosporinas, e quando hé super expressao deste gene, hd o fendmeno de inducdo de
resisténcia (LIVERMORE, 2002).

O intercambio de material genético, que ocorre de forma natural intra ou inter
espécies entre os bacilos Gram negativos, é apontado como um dos responséveis pela
aquisicdo de determinantes de resisténcia. Assim, a capacidade que P. aeruginosa
possui de tornar-se resistente durante o tratamento ao antibidtico € inerente a espécie, e

muitas vezes inevitavel (LINCOPAN & TRABULSI, 2008).

Nas UTIs de grandes hospitais do Brasil, a resisténcia a antibi6ticos € muito
preocupante. Estudos multicéntricos, sejam do SENTRY (Antimicrobial Surveillance

Program) ou do MISTYC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
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z

Collection), t€tm mostrado que a resisténcia ao imipenem € o principal problema
encontrado. Indices de resisténcia em nosso pais tém aumentado drasticamente nos

ultimos anos, como apresentado na Tabela 1.
Tabela 1. Indice de resisténcia em Pseudomonas aeruginosa isoladas no Brasil

Resisténcia (%)

AMERICA
LATINA BRASIL
e SENTRY SENTRY MYSTIC

Antibidticos (ANDRADE (SADER PELLEGRINO ZAVASCKI (KIFFER GONCALVES

et al., 2003) et al., 2001) et al, 2002 etal., 2004  etal., 2005) et al., 2009
Imipenem 37,8 30,2 38,3 58,9 36,6 82,7
Amicacina 34,6 30,5 35,6 57,6 33,8 78,7
Ceftazidima 43,7 34,3 36,5 48,7 36,0 90,7

Estudos epidemioldgicos baseados em dados do SENTRY, direcionados
principalmente para pacientes hospitalizados, mostram um total de 3.728 isolados entre
bactérias Gram positivas e Gram negativas, obtidos de doze centros hospitalares de
quatro Estados, tendo sido Pseudomonas aeruginosa, responsavel por 496 (13,3%)
casos dentre os isolados, sendo o terceiro patégeno mais freqiiente, com 30,2% de
resisténcia ao imipenem (SADER et al., 2001). Dados do MYSTIC, especifico para
estudos epidemiolégicos em UTIs, mostraram que de 1550 amostras de bactérias Gram
negativas, provenientes de vinte centros hospitalares, Pseudomonas aeruginosa estava
envolvida em infec¢des da corrente sanguinea/cateter, trato respiratério, trato urindrio,
pele/tecidos moles,. Esta bactéria mostrou elevada freqiiéncia (30,3% de 470 isolados),
com 36,6% de resisténcia ao imipenem (KIFFER et al., 2005). Em outros estudos,
realizados por grupos independentes, no sul e centro-oeste do pais, t€ém sido relatada
uma resisténcia que atinge percentuais de 58,9% até 82,7%, respectivamente

(ZAVASCKI et al., 2004; GONCALVES et al., 2009).
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Este aumento no perfil de resisténcia aos antibiétios é uma tendéncia
globalizada, gerando maior impacto na América Latina (Tabela 1).

1.1. A importdncia do imipenem na terapia e as conseqiiéncias da sua resisténcia nas
infecgoes por P. aeruginosa

Os antibidticos carbapenémicos (imipenem e meropenem) sdao beta-lactamicos
de amplo espectro, derivados da tienamicina, com atividade bactericida no tratamento
de infec¢des provocadas por isolados multirresistentes de P. aeruginosa. Esses farmacos
tém uma consideravel estabilidade frente a maioria das beta-lactamases, incluindo as
beta-lactamases de amplo espectro (ESBL). Por esta razdo, os carbapenémicos sao
considerados farmacos de reserva no tratamento deste tipo de infeccio (RUPP & FEY,
2003). Portanto, sao freqiientemente empregados como ultimo recurso no tratamento de
infec¢des de origem hospitalar, causadas por bactérias Gram negativas, resistentes aos
demais beta-lactamicos ou outros agentes antimicrobianos.

Assim, como a freqiiéncia de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos tem
aumentado significativamente (Tabela 1) e, como a industria farmac€utica ndo tem
lancado uma alternativa terapéutica com um espectro de atividade similar ou superior ao
imipenem, o atual prognéstico das infecgdes por bactérias multirresistentes muitas vezes
¢ desfavordvel. Nestes casos, o panorama atual da antibioticoterapia restringe-se a
alternativas terapéuticas com farmacos considerados inadequados devido a sua alta
toxicidade, como por exemplo, as polimixinas (polimixina B e colistina), as quais
muitas vezes ndo se encontram disponiveis comercialmente no Brasil (LEVIN et al.,

1999; FURTADO et al., 2007).

1.2. Principais mecanismos de resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa
A perda de sensibilidade ao imipenem pode ser decorrente, por exemplo: i) da

diminui¢do da permeabilidade da membrana externa aos antimicrobianos, também
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conhecida como perda de porinas; ii) da presenca de PBPs (penicillin-binding proteins)
com baixa afinidade por carbapenémicos; iii) da superexpressao de bombas de efluxo;
ou ainda, iv) da producdo de enzimas capazes de hidrolisar estes agentes
antimicrobianos. Estas enzimas, conhecidas como carbapenemases, sao beta-lactamases

pertencentes as classes A, B, ou D de Ambler (POIREL et al., 2000).

Dentre os mecanismos responsaveis pela perda de sensibilidade ao imipenem, a
impermeabilidade da membrana devido a perda de porinas ou a superexpressdo das
bombas de efluxo, confere uma resisténcia adicional a varias classes de antibidticos,
como resultado de um efeito cascata gerado por multiplos mecanismos de resisténcia

inter-relacionados (LIVERMORE, 2002; LIVERMORE, 2003; NEVES et al., 2008).

1.2.1. Metalo-beta-lactamases (MBL)

Atualmente no Brasil, isolados produtores de MBL sdo responsdveis pelos
elevados niveis de resisténcia aos carbapenémicos (GALES et al., 2003; LINCOPAN et
al., 2005; SADER et al., 2005). A excecdo do aztreonam, estas enzimas degradam todos
os beta-lactamicos incluindo as associa¢des com inibidores de beta-lactamases, como o
tazobactam, clavulanato e sulbactam. O grupo MBL € representado por enzimas tipo
IMP (Imipenem) (WATANABE et al., 1991), VIM (Verona Integron-encoded Metallo-
beta-lactamase) (LAURETTI et al., 1999), GIM (German Imipenemase)
(CASTANHEIRA et al., 2004), SIM (Seoul Imipenemase) (LEE et al., 2005), SPM-1
(Sdo Paulo Metallo-beta-lactamase) (TOLEMAN et al., 2002), AIM (Australian
imipenemase) (YONG et al., 2007), KHM-1 (Kyorin Health Science metallo-beta-
lactamase) (SEKIGUCHI et al., 2008), NDM-1 (New Delhi metallo-beta-lactamase)
(YONG et al., 2009), DIM-1 (Dutch Imipenemase) (POIREL et al., 2009) e TMB-1

(Tripoli MBL) (EL SALABI et al., 2009).



INTRODUCAO

Em isolados de P. aeruginosa produtores de MBL no Brasil, além da enzima
SPM-1, tem sido relatada a presenca de IMP e VIM, porém o principal problema concentra-
se em isolados produtores de enzimas SPM-1, os quais parecem ser endémicos e
correlacionados a altos indices de mortalidade (GALES et al., 2003; SADER et al., 2005).

A identificacdo precoce das MBL em P. aeruginosa € uma urgéncia clinica e
epidemioldgica. Laboratorialmente, a pesquisa de MBL pode ser realizada de forma
similar a triagem de ESBL nas enterobactérias, porém sdo utilizados inibidores
derivados de acidos tidlicos ou agentes quelantes, como o 4cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), 4cido 2-mercaptoacético (MAA) e 2-mercaptopropionico (MPA)
(ARAKAWA et al., 2000). Além do método de aproximacdo de disco para
determinacdo de MBL, existem fitas comerciais, denominadas E-test (AB Biodisk,
Suécia), que conttm em uma das extremidades concentragdes decrescentes de
imipenem, e na outra concentracdes decrescentes de imipenem combinado com uma
quantidade fixa de EDTA, onde uma redugao > 3 diluicdes na CIM do imipenem em
presenca de EDTA € um indicativo da producao de MBL (WALSH et al., 2002;

LUZZARO et al., 2004).

1.2.2. Porinas

As bactérias Gram negativas, ao contrario das Gram positivas, possuem em sua
composi¢do, uma membrana externa que fisiologicamente, caracteriza-se por ser a
primeira linha de defesa contra compostos téxicos. O ingresso de substancias na célula
bacteriana é controlado pelas porinas de membrana externa (OMP, Outer Membrane
Protein), que sdo proteinas capazes de formar canais constituidos de dgua no seu
interior, o que permite a difusdo passiva de solutos hidrofilicos através da membrana

externa (NIKAIDO, 1994).
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As OMP das bactérias Gram-negativas tém sido classificadas e caracterizadas
segundo sua atividade, estrutura funcional, regulagio e expressdo (PAGES e al., 2008).

Em Pseudomonas aeruginosa, diferentes porinas podem ser encontradas em sua
membrana externa, cada qual com sua fungao, tais como OprC, OprD, OprE e OprF.
Dentre as OMP, a OprF € a mais abundante, sendo provavelmente a mais utilizada para
difusdo da maioria dos beta-lactamicos para o interior da bactéria (LIVERMORE,
2002). OprC e OprE sdo canais inespecificos, utilizados por alguns antimicrobianos
(VILA & MARCO, 2002). A presenca de OprD, também denominada porina D2, com
peso molecular equivalente a 46 kDa, tem sido amplamente investigada, uma vez que a
auséncia ou mesmo a expressao reduzida do gene oprD, codificador desta porina, tem
contribuido para a resisténcia aos carbapenémicos, especialmente imipenem
(LIVERMORE, 2001; NIKAIDO et al., 1991). Fisiologicamente, a principal fungao
desta porina OprD € permitir a captacdo passiva dos aminodcidos bdsicos através da
membrana externa. Sabe-se que ela é capaz de permitir a entrada de carbapenémicos,
ainda que nao de outros beta-lactamicos (YOSHIHARA et al., 1996). A afinidade e a
capacidade de difusdo de imipenem através desta porina sdo quase setenta vezes mais
elevadas que as observadas para meropenem (NIKAIDO et al., 1991). Isolados que
apresentam mutacdes na porina OprD, sdo selecionados durante o tratamento com
imipenem. Esses isolados demonstram diminuicdo da afinidade e do transporte desse
antibidtico através dessa proteina, comprovando assim que a resisténcia ao imipenem
estd intimamente ligada a falta de expressao ou perda da OprD, mostrando um aumento
da concentracdo inibitéria minima (CIM) para imipenem, com valores que atingem um
limiar caracteristico de uma resisténcia intermedidria (YONEYAMA et al., 1992;
YONEYAMA & NAKAE, 1993; YONEYAMA et al., 1995; NIKAIDO et al., 1991;

FUNG-TOMC et al., 1995; HUANG & HANCOCK, 1996; LIVERMORE, 2001).
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A resisténcia ao meropenem estd ligada a mutag¢do do gene que codifica a porina
OprD e a ativagao de bombas de efluxo que utilizem o meropenem como substrato. A
mutacdo do gene oprD ocorre em isolados resistentes ao imipenem com sensibilidade
reduzida ou preservada ao meropenem, sem afetar outros beta-lactamicos, a menos que
outros mecanismos de resisténcia estejam presentes (LIVERMORE, 2001; OCHIs et al.,

1999; KOHLER et al., 1999a).

Alguns autores tém relatado a presenca de resisténcia cruzada aos beta-
lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas apds uso de ciprofloxacina. Essa resisténcia
estd associada a diversas alteragdes nas proteinas da membrana externa, incluindo um
aumento da expressdo de proteinas de 54 kDa (RADBERG et al., 1990; LIVERMORE
& WOODFORD, 2000; MULLER-PREMRU & LEJKO-ZUPANC, 2002). Outros
estudos descreveram um isolado resistente a quinolonas e imipenem, que foi obtido da
urina de um paciente tratado com norfloxacina. Foram atribuidos a esse isolado,
mecanismos de resisténcia relacionados com alteracdes na DNA girase (gene nfxC),
perda da porina OprD (46 kDa) e aumento de proteina de 50kDa (MASUDA & OHYA,

1992; POOLE et al., 1993; FUKUDA et al., 1995).

1.2.3. Superexpressdo de bombas de efluxo

A maioria dos mecanismos de protecdo bacteriana contra o ingresso indesejado
de moléculas prejudiciais a célula sdo realizados por meio de transporte ativo para o
exterior celular através de um sistema denominado bomba de efluxo (SAIER et al.,
1998). Esses sistemas de expulsdo sdo os responsdveis pela “impermeabilidade” a
maioria dos antibidticos e desinfetantes em uma grande variedade de espécies
bacterianas (BLAIR & PIDDOCK, 2009; LI & NIKAIDO, 2009; LI, et al., 2000;
LISTER et al., 2009; PIDDOCK, 2006). A principal funcdo das bombas de efluxo

presentes em P. aeruginosa € exportar substancias toxicas ou metabdlitos secundarios,
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assim como a excre¢ao de moléculas sinalizadoras que governam a comunicacao celular
(KRIENGKAUYKIAT, et al., 2005; PEARSON, et al., 1999). Os antibiéticos estdo
entre esses compostos toxicos, e a extrusio dos mesmos compromete a eficicia
terapéutica. Muitos genes codificadores de bombas de efluxo para mudltiplos
antimicrobianos sdo expressos constitutivamente, conferindo resisténcia intrinseca aos

mesmos (LOMOVSKAYA et al., 2001).

Os sistemas de efluxo de P. aeruginosa pertencem a familia resistance-
nodulation-cell division (RND) (LLANES et al., 2004). Esses sistemas sao baseados na
abertura de um canal que atravessa as membranas interna e externa da bactéria,

permitindo a remog¢do de moléculas para o exterior celular.

O genoma de P. aeruginosa contém genes que codificam, no minimo, doze
sistemas de efluxo da familia RND denominados Mex (Multidrug Efflux Pump), dos
quais dez ja foram caracterizados: MexAB-OprM (POOLE et al., 1993), MexCD-OprJ
(POOLE et al., 1996a), MexEF-OprN (KOHLER et al., 1997), MexXY-OprM (MINE
et al., 1999), MexGHI, OpmD (AEDEKERK et al., 2002), MexVW-OprM (LI et al.,
2003a), MexPQ-OpmE (MIMA et al., 2005), MexMN-OprM (MIMA et al., 2005) e
TriABC-OpmH (MIMA et al., 2007). Esses sistemas sao denominados MDR (Multi-
Drug Resistance), pois sao capazes de conferir resisténcia a um amplo espectro de

quimioterdpicos (KRIENGKAUYKIAT, et al., 2005; PIDDOCK, 2006).

Dentre as bombas de efluxo caracterizadas em P. aeruginosa, a expressao de
quatro sistemas (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM) foi
relatada entre isolados clinicos e relacionados a resisténcia a multiplos antibidticos

(Tabela 2) (LISTER et al., 2009; AESCHLIMANN, 2003).
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As bombas de efluxo de bactérias Gram negativas constituem um sistema
tripartite de proteinas de transporte que se localizam ao longo da membrana interna
(proteina constituida por uma bomba de transporte ativo, dependente de energia -
MexB, MexD, MexF e MexY), periplasma (proteina transmembrana, que une os outros
dois componentes - MexA, MexC, MexE e MexX) e membrana externa (proteina

formadora de canal extrusor, também denominada porina - OprJ, OprM e OprN) (Figura 1).

Membrana
Externa

Espaco
Periplasmico

Membrana
Interna

FQ, BL, TC FQ, CF FQ, CP FQ, AG

Figura 1: Modelos estruturais e funcionais das bombas de efluxo de P. aeruginosa, indicando a
localizacdo das proteinas constituintes da bomba e agdo preferencial a determinados tipos de
substratos. FQ, fluoroquinolona; BL, beta-lactamico; TC, tetraciclina; CF, cefalosporina; CP,
carbapenémico; AG, aminoglicosideo.

Fonte: Adaptacio de AESCHLIMANN, 2003; POOLE, 2005.

A habilidade do sistema de efluxo em reconhecer um grande nimero de
compostos € provavelmente devido a propriedades fisico-quimicas, como
hidrofobicidade, aromaticidade e o carater ionizavel (SAIER et al., 1998). A maioria
dos antibidticos sdo anfifilicos, possuindo caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas,
sendo facilmente reconhecidos por muitas bombas de efluxo (KAATZ, 2002), podendo,
inclusive, agir como reguladores da expressao de alguns sistemas de efluxo, como no

caso da ciprofloxacina (LIVERMORE, 2002).



INTRODUCAO

Cada bomba tem afinidade por um substrato antimicrobiano (Tabela 2). As
fluoroquinolonas sao substratos universais para todas as bombas do tipo Mex e,
conforme KRIENGKAUYKIAT, et al., 2005, a exposi¢cao a este grupo de antibidticos
tem selecionado mutantes de P. aeruginosa com fendtipo multirresistente (MDR) via

superexpressao das bombas de efluxo.

Tabela 2. Substratos antimicrobianos para diferentes sistemas de efluxo presentes em
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa*

MexA-MexB-OprM MexC-MexD-OprJ MexE-MexF-OprN MexX-MexY-OprM

Aztreonam Cefepima Cloranfenicol Amicacina
Carbenicilina Cefuroxima Ciprofloxacina Cefepima
Cefotaxima Cloranfenicol Clavulanato Cefotaxima
Ceftazidima Ciprofloxacina IMIPENEM Ciprofloxacina
Cefuroxima Eritromicina Levofloxacina Eritromicina
Cloranfenicol Levofloxacina Norfloxacina Gentamicina
Ciprofloxacina Nafcillina Sulbactam Levofloxacina
Clavulanato Norfloxacina Trimetoprima Tetraciclina
Faropenem Tetraciclina Tobramicina
Levofloxacina Trovafloxacina

MEROPENEM

Nafcilina

Norfloxacina

Piperacilina

Sulbactam

Tetraciclina

Trimetoprima

* Adaptacdo de AESCHLIMANN, 2003.

Dentre os substratos preferenciais das bombas de efluxo presentes em isolados
clinicos de P. aeruginosa, os carbapenémicos estdo presentes nos sistemas MexAB-
OprM e MexEF-OprN.

MexAB-OprM foi a primeira bomba de efluxo da familia RND caracterizada em
P. aeruginosa (POOLE et al., 1993). Este sistema compromete a acdo de véarios
antibacterianos, inclusive meropenem, mas nao inclui o imipenem devido a diferencas

em sua estrutura molecular (LI ez al., 1994; LI, et al., 2003b; KOHLER et al., 1999a;

10
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LIVERMORE, 2002; MASEDA, 2000). A expressdao desse sistema € regulada pela
insercdo da proteina MexR na regido entre os genes mexR e mexA (regido promotora)

atuando assim, como repressora (Figura 2).

MexEF-OprN estd relacionado a resisténcia ao imipenem, pois sua expressao €
dependente da presencga da proteina MexT (codificada pelo gene mexT), que atua como
ativadora pOs-transcricional (KOHLER et al., 1999b). Além de ativar a expressdo do
sistema, acredita-se que MexT possa atuar como repressora da expressdo da proteina de
membrana externa OprD, pois estd envolvida na mutacdo que origina a perda desta
porina (KOHLER et al., 1997). Além disso, esse sistema pode diminuir a expressao das
bombas MexAB-OprM e MexXY-OprM, pois parece possuir atividade corregulatéria
sobre elas (MASEDA et al., 2000; POOLE et al., 1996b; POOLE et al., 2000; SOBEL

et al., 2003).

As bombas de efluxo s@o codificadas por elementos genéticos localizados em
cromossomos € em algumas espécies tem sido detectadas em plasmideos (YAMANE et
al., 2007), o que pode facilitar a propagacdo dos genes de efluxo, contribuindo para a
resisténcia intrinseca e adquirida, permitindo a bactéria sobreviver em ambientes hostis,
como por exemplo, na presenca de antibioticos e desinfetantes (BUTAYE et al., 2003;

POOLE, 2005).

A organizagdo genética das bombas de efluxo da familia RND em P. aeruginosa
€ governada por operons. Cada operon contém os genes que codificam os componentes
dos sistemas de efluxo (proteina de membrana interna, proteina periplasmética e

proteina de membrana externa), conforme demonstrado na Figura 2.

11
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Figura 2: Contexto genético de genes codificadores de proteinas constituintes dos sistemas de
efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN em P. aeruginosa. Cada operon contém os genes que
codificam os componentes dos sistemas de efluxo (proteinas de membrana interna,
periplasmatica e de membrana externa). Ambos sistemas sdo responsdveis por fendtipos
carbapenem-resistentes na espécie estudada.

Fonte: Adaptacio de AESCHLIMANN, 2003; LISTER, 2009.

O aumento da expressao das bombas de efluxo, ou superexpressao, pode ser
mediado por mutacdes [em um gene regulador proximal (mexR, mexT) ou na regiao
promotora do gene transportador (i.e., mexB e mexF)] ou por elementos de inser¢io

localizados na regido anterior ao gene transportador (PIDDOCK, 2006).

A presenca de seqiiéncias de inser¢do na regido anterior aos genes codificadores
de um componente estrutural do sistema de efluxo, ou inseridas no gene repressor, tém
sido descritas em isolados que superexpressam bombas de efluxo que conferem
multirresisténcia aos antibidticos (MDR) (KAATZ, 2002; PIDDOCK, 2006).

Os mecanismos envolvidos na superexpressao das bombas de efluxo t€m sido
pouco estudados, por serem dificeis de serem inferidos, a priori, pelos resultados dos
testes de sensibilidade qualitativos, semiquantitativos ou quantitativos (i.e., disco
difusdo, sistemas automatizados e determinacio da CIM).

Uma estratégia para a pesquisa laboratorial de bombas de efluxo tem sido baseada
no uso de inibidores de sistemas de efluxo combinados a substratos antimicrobianos

(DENNY et al., 2005; LOMOVSKAYA et al., 2001).

12
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Os inibidores de bombas de efluxo geralmente sdo alcaldides de plantas. Dentre
eles, podemos citar o CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenyl-hydrazone), o DNP
(dinitrophenol), a reserpina e o PAPN (phenyl-arginine-beta-naphthylamide). Esses
inibidores sdo amplamente utilizados como ferramenta na deteccdo de bombas de efluxo
(DENNY et al., 2005; LOMOVSKAYA et al., 2001; KRIENGKAUYKIAT, et al., 2005).

Outra metodologia confidvel e sensivel para investigar os sistemas de efluxo é
conhecida como PCR em tempo real. Através dessa técnica, € possivel analisar
quantitativamente a expressdo dos genes a partir da obtencio do RNA mensageiro
(necessdrio para a sintese protéica) e posterior produ¢do do DNA complementar. Essa
metodologia permite identificar o nivel de expressdao dos genes de interesse e tem sido
empregada na deteccdo da expressio de sistemas de efluxo de P. aeruginosa

(MESAROS et al., 2007).

1.3. Detecgdo da expressdo génica por PCR em Tempo Real

A reacdo de polimerase em cadeia, do inglés “polymerase chain reaction” (PCR)
€ uma técnica molecular especifica e sensivel e pode ser realizada a partir de qualquer
amostra bioldgica, de acordo com metodologias especificas. A selecdo dos primers e as
condic¢des de termociclagem sdo criticas tanto para a sensibilidade da PCR quanto para
a especificidade. A PCR permite que seja realizada a sintese de material genético, in
vitro, com amplificacdo de uma seqii€éncia especifica de 4cido desoxirribonucléico
(DNA) utilizando a enzima DNA-polimerase, que é a responsavel pela replicacdo do
material genético nas células. Desse modo, ocorre a sintese de uma seqiiéncia
complementar de DNA desde que um par de iniciadores ou primers se ligue a uma fita
de DNA com orientacdes opostas (primer foward e primer reverse), flanqueando a

seqiiencia a ser amplificada. Os primers sdo fundamentais para que ocorra a replicacdo

13
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da seqiiéncia definida e o resultado final é a amplificacdo de uma determinada
seqiiencia de DNA contendo bilhdes de cépias (MULLIS, 1990).

Uma outra aplicabilidade da técnica de PCR é denominada PCR em Tempo
Real, metodologia que possibilita quantificar o produto da PCR, e ¢ utilizada para
determinar a presenca e o numero de cOpias de uma seqiiéncia de DNA que estd
presente em uma amostra. Isso € possivel porque a metodologia de PCR em tempo real
utiliza um corante fluorescente, também denominado fluoréforo, que é capaz de
absorver e emitir luz em um comprimento de onda especifico, e a intensidade da
resposta € diretamente proporcional a concentragcdo do DNA alvo devido ao acimulo do
produto em cada ciclo de amplificacdo, portanto, a PCR em tempo real permite o
acompanhamento da reacdo ao longo dos ciclos, podendo ser usada para quantificagao
do DNA (HEID et al., 1996; LIE & PETROPOULQOS, 1998; ORLANDO et al., 1998;
WONG & MEDRANO, 2005).

O primeiro relato da utilizagdo de PCR em tempo real ocorreu em 1992, quando
HIGUCHI e colaboradores utilizaram brometo de etidio como intercalante durante a
reacdo de PCR e, através de uma cdmera adaptada acoplada a um termociclador
modificado, as moléculas de DNA eram excitadas com luz UV sendo possivel detectar a
fluorescéncia resultante de cada ciclo da reacdo. Estudos posteriores substituiram o
brometo de etidio, devido a sua alta toxicidade, e as metodologias mais utilizadas
atualmente sdo as que utilizam o corante fluorescente SYBR Green I, os sistemas de
hidrélise Tagman, as sondas MGB Eclipse, as sondas em forma de alca Molecular
Meacons ou as sondas de hibridizacdo (BERNARD & WITTWER, 2000; GINZINGER,
2002; WONG & MEDRANO, 2005).

O SYBR Green I € um corante fluorescente que se intercala a fita dupla de DNA,

permitindo assim a detec¢c@o de qualquer DNA fita dupla gerado durante a PCR e, como a
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7z

quantidade de DNA aumenta a cada ciclo, a fluorescéncia também ¢ aumentada
(KESANOPOULOS et al., 2005; ZIPPER et al., 2004). O corante mantém-se estavel
durante toda a reacdo e sua fluorescéncia € captada através de filtros existentes no
equipamento de PCR em tempo real, permitindo que seja desenhada uma curva de
amplificacio para cada amostra, podendo ser analisada posteriormente através de
softwares desenvolvidos especificamente para esse fim.

A reacdo de PCR em tempo real € dividida em trés fases: i) a linha basal
(baseline), na qual os produtos da PCR e, conseqiientemente, a fluorescéncia emitida, nao
s@o suficientes para atingir o limiar de deteccdo (threshold line); ii) a fase exponencial,
que inicia-se quando a emissdo de fluorescéncia supera o limiar de detecc¢do (nesta fase
determina-se o valor arbitrario de Cr - cycle threshold, ponto que detecta o ciclo na qual a
reacdo atinge o threshold line) e iii) a fase platd, onde nao ha mais aumento no nimero de

produtos de amplificacdo e a fluorescéncia fica estavel.

1.4. Producdo de metilases 16S RNAr e resisténcia aos aminoglicosideos
Diferentemente das beta-lactamases, as enzimas que conferem resisténcia aos
aminoglicosideos agem modificando quimicamente a estrutura do antibidtico, antes que
este se ligue ao seu alvo (subunidades do ribossomo). A modificacdo enzimdtica pode
afetar tanto grupos aminas como hidroxilas mediante processos de O-fosforilacao ou O-
adenilagdo, por fosfotransferases (APH) e nucleotidiltransferases (ANT) dependentes de
ATP, ou mediante um processo de N-acetilacio por acetiltransferases (AAC)
dependentes de acetil CoA. Deste grupo de enzimas, aquelas citadas como AAC(6’),
ANT(2’), e APH(3’) tém sido as mais freqiientemente descritas em isolados de P.
aeruginosa resistentes a antibidticos como gentamicina, tobramicina, amicacina e

neomicina (DAVIES & WRIGHT, 1997).
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Um outro grupo de enzimas que conferem resisténcia mediada pela metilacao
sitio-especifica do RNA ribossdmico 16S, sdo conhecidas como metilases 16S RNAr
(YOKOYAMA et al., 2003). Inicialmente, acreditava-se que este mecanismo de
resisténcia ndo existia em espécies clinicas relevantes, porém, foram relatados isolados
de Pseudomonas aeruginosa que produziam metilases 16S RNAr (GALIMAND et al.,
2005; DOI et al., 2007a). Estas enzimas mostraram-se capazes de conferir um nivel
elevado de resisténcia a aminoglicosideos utilizados clinicamente, como amicacina,
tobramicina e gentamicina (DOI & ARAKAWA, 2007).

Existem relatos de cinco tipos de metilases 16S RNAr, até o momento: ArmA
(aminoglycoside resistance methyltransferase) (GALIMAND et al., 2005), RmtA
(ribosomal methyltransferase) (YOKOYAMA et al., 2003), RmtB (DOI et al., 2004),
RmtC (WACHINO et al, 2006) e, mais recentemente, RmtD (DOI et al, 2007a). Esta
enzima foi encontrada em uma amostra clinica de Pseudomonas aeruginosa isolada no
Brasil a qual também produzia a metalo-beta-lactamase SPM-1. Fenotipicamente, este
isolado apresentou resisténcia a todos os beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos,
e aminoglicosideos.

Todos os genes das metilases 16S RNAr até hoje descritos estdo associados com
elementos genéticos moveis, como os transposons, denotando a sua capacidade de
dissemina¢@o horizontal intra e inter espécies (DOI & ARAKAWA, 2007; DOI et al,

2007a; DOl et al., 2007b; YAMANE et al., 2007).

L.5. Tipagem genotipica

Estudos epidemioldgicos que possibilitam o estabelecimento do grau de
similaridade entre isolados envolvidos em infec¢des hospitalares sdo muito importantes,
pois contribuem para a andlise do perfil clonal, possibilitando caracterizar surtos

hospitalares, assim como avaliar possiveis fontes e mecanismos de transmissdo, além do
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modo de aquisicdo do agente em questdo (OLIVE & BEAN, 1999; HARRIS et al.,
1999).

Dentre as técnicas moleculares utilizadas para avaliar a diversidade clonal entre
microorganismos, o ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
Sequence) consiste na amplificacdo de regides conservadas do DNA, através da técnica
de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR). Esta metodologia apresenta boa
capacidade discriminatéria, reprodutibilidade, fécil interpretacdo, rapidez e baixo custo
(PUJANA et al., 1999; RENDERS et al., 1996; SYRMIS et al., 2004). Para tipagem de
P. aeruginosa este método tem mostrado boa reprodutibilidade e poder discriminatdrio
comparavel com o PFGE (PELLEGRINO et al., 2002; DOS ANJOS BORGES, et al.,

2003).
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2 - OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar os mecanismos envolvidos na resisténcia a antibidticos
carbapenémicos (imipenem) e avaliar a diversidade genética de isolados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa provenientes de cinco centros hospitalares do Estado de Sao

Paulo.

2.1.1. Especificos

1. Avaliar o perfil de resisténcia dos isolados coletados determinando a CIM do

imipenem.

2. Detectar a atividade de enzimas metalo-beta-lactamases através de testes fenotipicos

e moleculares.

3. Determinar a sensibilidade e especificidade do método de dupla difusdo do disco na

deteccao de MBL.

4. Investigar a presenca de genes codificadores de metilases 16S RNAr e sua associacao

com fendtipos aminoglicosideo resistentes.

5. Investigar a presenca ou auséncia do gene oprD por PCR e caracterizar alteracdes da

permeabilidade por perda da OprD.

6. Investigar a presenca dos genes associados as bombas de efluxo mexA e mexE através

de PCR.

7. Realizar triagem fenotipica para expressio de bombas de efluxo por meio da
determinacdo da CIM de quinolonas, cefalosporinas e carbapenémicos na
presenca/auséncia de inibidores especificos e realizar uma andlise comparativa com o

método de disco combinado.

8. Avaliar a expressao das bombas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN através de

PCR em tempo real.

9. Avaliar a diversidade genética dos isolados e relaciond-los aos mecanismos de

resisténcia.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1. Amostras bacterianas

Foram selecionados a partir do isolamento de diversos espécimes clinicos,
setenta e seis isolados de Pseudomonas aeruginosa com perfil de resisténcia ao
imipenem. Estes isolados foram provenientes de quatro centros hospitalares localizados
no Estado de Sao Paulo, no periodo entre 2004 e 2007: Hospital das Clinicas de Sao
Paulo (A) - 22 isolados; Instituto de Infectologia Emilio Ribas (B) - 11 isolados; Centro
Infantil Boldrini (C) - 39 isolados e Laboratério Médico Andlises Clinicas de Sao Paulo
(D) - 4 isolados. A resisténcia ao imipenem foi previamente verificada nos centros
médicos por Vitek (BioMérieux, Hazlewood, Mo.) e/ou através de série bioquimica
convencional e o perfil de sensibilidade antibacteriana foi confirmado pela metodologia
de dupla difusdo do disco (Kirby-Bauer), seguindo as normas padronizadas pelo CLSI
(2006). Como controles, foram utilizadas as cepas P. aeruginosa ATCC 27853 e P.
aeruginosa Pa0l, cedidas gentilmente pela Profa. Dra. Silvia F. Costa (Laboratério de
Bacteriologia, HC, FMUSP), P. aeruginosa 319 EPM (blanp positiva), P. aeruginosa
48-1997A EPM (blagpwm.i positiva) e E. cloacae CAZ 75-10433 EPM (blayv positiva),
cedidas gentilmente pela Profa. Dra. Ana Gales (Laboratério ALERTA,

UNIFESP/EPM).

3.2. Condigoes de cultivo

Os isolados e as cepas de referéncia foram semeadas em 2 ml de caldo BHI
(Merck, Darmstad-Alemanha) e incubadas a 37°C durante 18 a 20 horas, sob agitacdo
constante em agitador rotativo (modelo CT-712 RN, Cientec, Piracicaba, Brasil) a 150
rpm. Em seguida, foram semeadas superficialmente em 4dgar Mac Conkey (Merck,

Darmstad-Alemanha) e incubadas por 24 horas em estufa bacterioldgica (modelo 002-
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CB, Fanem, SP, Brasil) a 37°C. As coldnias dessa semeadura foram utilizadas para

extracdo de DNA e para preservagdo a -20°C e a -80°C em 20% de glicerol.

3.3. Preparo dos inoculos bacterianos

Inéculos bacterianos padronizados (1 x 10° UFC/mL) foram preparados a partir
do cultivo dos isolados em 2 mL de caldo BHI, em agitador rotativo a 150 rpm, 37°C,
durante 18 a 20 horas. Em seguida, 50 pL desse cultivo foram transferidos para 2 mL de
caldo Miieller-Hinton (Acumedia, Lansing, MI - USA) e incubados a 37°C em agitador
rotativo a 150 rpm, durante 4 a 5 horas, fase de crescimento exponencial da bactéria. A
turbidez da cultura foi ajustada para a escala 0,5 de McFarland, confirmada através da
leitura da absorbancia entre 0,08 e 0,1 dos tubos contendo a suspensdo bacteriana, em
espectrofotometro (modelo Spectronic 20, ThermoSpectronic, Rochester, NY - USA), a
um comprimento de onda de 625 nm. Este método de cultivo foi utilizado para todos os

testes fenotipicos.

3.4. Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Foram realizados os antibiogramas utilizando o método de Kirby-Bauer,
estabelecido pelo CLSI (2006), a fim de obter o perfil de resisténcia para os antibidticos
imipenem (10pg), meropenem (10pg), ertapenem (10pg), ceftazidima (30pg), amicacina
(30pg), ciprofloxacino (5pug), aztreonam (30ug), piperacilina/tazobactam (100/10pg),

cefepima (30pg), gentamicina (10pug) (OXOID, Cambridge, UK).

3.5. Concentragao inibitoria minima do imipenem

Os testes de concentragdo inibitéria minima (CIM) foram realizados pela técnica
de diluicdo em d&gar, seguindo as padronizacgdes estabelecidas pelo CLSI para o
imipenem (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemanha) (CLSI, 2006). O antimicrobiano foi

testado em concentracdes decrescentes de 512ug/mL a 0,03pg/mL (dilui¢ao 1:2). Estas
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diluicdes seriadas foram realizadas a partir de uma solucao estoque, em tubos contendo
19 mL de dgar Miieller-Hinton (Merck, Darmstad-Alemanha) previamente esterilizados,
e mantidos a uma temperatura entre 45°C a 50°C. Em seguida, 1 mL da solu¢do do
antimicrobiano com concentragdo 20 vezes superior para cada dilui¢do testada, foi
adicionada nos 19 mL de dgar Miieller-Hinton. Ap6s homogeneizacdo, o contetido foi

depositado em placas de Petri de 90mm de didmetro.

Os indculos bacterianos (item 3.3), foram diluidos em caldo Miieller-Hinton na
propor¢io 1:10, resultando em um inéculo de aproximadamente 1 x 10’ UFC/mL. A
seguir, 300uL dessa suspensdo foram transferidos para os pogos do inoculador de
Steers. Desse modo, 1 a 3 uLL de cada isolado foi inoculado simultaneamente em cada
placa de Petri, atingindo uma concentracdo final de 1 x 10* UFC/mL (CLSI 2010). As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C durante 18 a 20 horas.

A CIM para cada antimicrobiano foi definida como a menor concentracdo de
antibidtico capaz de inibir o crescimento visivel do isolado e foi interpretada de acordo
com os critérios de sensibilidade estabelecidos pelo CLSI (2008). Como controle foi

utilizada a cepa P. aeruginosa ATCC 27853.

3.6. Confirmacao fenotipica e molecular da producdao de MBL
3.6.1. Investigacdo fenotipica da produgdo de MBL

Para confirmacao fenotipica, os isolados imipenem resistentes foram submetidos
a triagem para a produ¢ao de MBL, mediante ao emprego do teste de dupla difusdo do
disco, seguindo-se as recomendacdes do CLSI (2008) para os métodos de disco difusao.
Foram utilizados discos de imipenem (10ug) e ceftazidima (30ug) como substratos, e
como inibidores enzimdticos, discos de papel filtro contendo 0,5M de 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), dcido 2-mercaptoacético (MAA) (Sigma-Aldrich,

Stenheim, Alemanha) e 2-mercaptopropionico (MPA) (Sigma-Aldrich, Stenheim,
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Alemanha), ambos em solucdo nao diluida (ARAKAWA et al., 2000). Os indéculos
bacterianos (item 3.3) foram semeados por espalhamento com o auxilio de um swab
sobre uma placa Petri de 150mm de didmetro contendo dgar Miieller-Hinton. Os discos
de antibidticos e os discos de papel filtro previamente impregnados com os inibidores
foram alinhados no centro da placa, mantendo-se uma distancia de 2 cm entre eles, e
esta foi incubada em estufa bacteriolégica a 37°C, sendo realizada a leitura dos
resultados apds 18 a 20 horas. A formagdo de uma zona de inibicdo de crescimento
bacteriano (zona fantasma) entre os discos com substrato e os discos com inibidor,

indicava a produ¢ao de MBL (ARAKAWA et al., 2000).

A determinag¢do da CIM também foi realizada para deteccdo da produgdo de
MBL. Como inibidor, foi utilizado o quelante EDTA (Merck, Darmstad, Alemanha) em
uma concentracao fixa de 320 pg/mL, adicionado ao meio preparado para determinagao

da CIM do antibidtico imipenem (ARAKAWA et al., 2000).

Adicionalmente, foi utilizado o método de E-Test MBL (AB Biodisk, Solna,
Suécia), que consiste em uma fita contendo um gradiente de substrato (imipenem) em
uma extremidade (IPM 4 - 256 pg/mL) e um gradiente de substrato combinado com o
agente quelante EDTA (EDTA/IPM 1 - 64 pg/mL) em outra extremidade, onde uma
redugdo > 3 dilui¢des na CIM do imipenem em presenga de EDTA € um indicativo da

producdo de MBL (WALSH et al., 2002; LUZZARO et al., 2004).

3.6.2. Avaliacdo da presenca dos genes codificadores de MBL

A confirmag¢do molecular da producdo de MBL foi realizada por PCR utilizando

primers para amplificar os genes blapp-like, blayp-like e blagpy. (Tabela 3).
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Tabela 3. Primers utilizados para deteccdo de genes codificadores de MBL

Tamanho do

Genes alvo Primers Sequéncia oligonucleotidica (5'-3") X Referéncia
amplicon
SPM I-F CCTACAATCTAACGGCGACC
blaseu. 648 b
e SPM 1R TCGCCGTGTCCAGGTATAAC P GALES e al., 2003
blanlike VIM -F GTTTGGTCGCATATCGCAAC 590 bp BALSALOBRE,
VIM -R GAGCAAKTCYAGACCGCCC et al., 2009
: IMP 1-F CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC
blange-lik 587 b
e MP IR GAACAACCAGTTTTGCCTTACC P AR
. IMP 2-F GTTTTATGTGTATGCTTCC
blang-like 678 b
e IMP 2-R AGCCTGTTCCCATGTAC P NISHIO et al., 2004

As condigdes de ciclagem foram as seguintes: desnaturacdo a 94°C por 5
minutos, 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1 minuto e extensdo a

72°C por 1 minuto, seguidos de uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

3.6.3. Cdlculo da sensibilidade e especificidade do método de dupla difusao do disco
para triagem de MBL

Para avaliar a sensibilidade e especificidade do método de dupla difusdo do
disco como triagem para deteccdo de MBL, foi realizada andlise estatistica de acordo
com MAUSNER & BAHN (1974), considerando a PCR como o padrdo ouro no teste de

deteccao de MBL.

3.7. Extracdo de DNA bacteriano

Para extracdo do DNA total foi utilizado o método de fervura descrito por
LINCOPAN, et al., 2005. A partir de um indculo bacteriano (item 3.3) semeado em
caldo Miieller Hinton e mantido em agitador rotativo a 37°C por 18 a 20 horas a 150
rpm, aliquotas de 1 mL foram submetidas a centrifugacdao durante 1 minuto a 16.000 g
(Eppendorf, 5415 R, USA). O sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido foi
ressuspenso em 100 pL. de dgua Milli-Q (Millipore, Bedford,. MA, EUA), estéril. As
suspensoes foram fervidas a 95°C, durante 10 minutos, em banho-maria (modelo 247,

Nova Técnica, SP, Brasil). Apds 5 minutos de centrifugagdo a 7.500 g (Eppendorf, 5415
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R, USA), 100 puLL de cada sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo
estéril e congelados a - 20 °C.

Como controle interno da extracdo, as amostras de DNA obtidas foram
submetidas a PCR utilizando-se os primers: 11E 5’- GAGGAAGGTGGGGATGACGT -
3 e 13B 5 - AGGCCCGGGAACGTATTCAC - 3* (233 bp), para pesquisa da
subunidade de DNA ribossomal 16S (DA SILVA FILHO et al., 2004). As condi¢des de
ciclagem foram as seguintes: incubacdo inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos a 94°C por 1

min, 56°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguidos de uma extensao final a 72°C por 5 min.

3.8. Avaliagdo da presenca de genes codificadores de metilases 16S RNAr

Para deteccao dos genes armA e rmtA-D, responsdveis pela producdo de
metilases 16S RNAr, foi realizada a técnica de PCR, utilizando os primers descritos na
Tabela 4. As condicdes de ciclagem para o gene armA consistiram de desnaturacio
inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 50°C por 30 seg e 72°C por 30
segundos, seguidos de uma extensdo final a 72°C por 5 min. Para os genes rmtA, rmtB,
rmtC e rmtD, as demais condi¢des foram mantidas, com exce¢do da temperatura de

anelamento, que ocorreu a 52°C.

Tabela 4. Primers utilizados para detecgdo dos genes produtores de metilases

Genes Primers Sequéncia oligonucleotidica (5'-3") Tamanho do Referéncia

alvo amplicon

o RMT A-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 635 bp DOI & ARAKAWA,
RMT A-R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC 2007

. RMT B-F GCTTTCTGCGGGCGATGTAA 173 bp DOI & ARAKAWA,
RMT B-R ATGCAATGCCGCGCTCGTAT 2007

e RMT C-F CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 711 bp DOI & ARAKAWA,
RMT C-R ATCCCAACACTCCCACT 2007

. RMT D-F CACGCGTCCACGCGCGAA 901 bp "
RMT D-R CGTTTGAACTTCCTATACGC

ot ARM A-F ATTCTGCCTATCCTAATTGG 315 bp DOI & ARAKAWA,
ARM A-F ACCTATACTTTATCGTCGTC 2007

* Primers desenhados a partir da sequéncia publicada no EMBL/GenBank/DDBJ
databases accession number DQ914960.2.
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3.9. Andlise fenotipica de porina OprD de membrana externa
3.9.1 Extragdo de proteinas da membrana externa

O protocolo desenvolvido para realizacdo das extragdes das proteinas de
membrana externa (OMP) foram adaptados segundo as metodologias descritas por
ACHTMAN et al., 1983 e FUNG-TOMC et al., 1995. Os isolados foram semeados em
120 mL de caldo BHI e incubados por 18 a 20 horas em agitador rotativo a 37°C. Em
seguida, as suspensdes bacterianas foram concentradas por centrifugacdo a 5.000 g por
20 minutos (Sorvall, Superspeed RC2-B, USA). As células bacterianas foram
inicialmente lavadas em tampao fosfato de sédio (PBS), na concentragdo final de 10mM
(pH 7,0) e, posteriormente, foram ressuspensas em 1,8 mL do mesmo tampdo PBS
10mM, pH 7,0, acrescido do inibidor de protease fluoreto fenil-metil-sulfonil (PMSF)
(Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemanha), na concentracio de ImM. As células foram
rompidas a 0°C, em banho de gelo, com o auxilio de um sonicador (Sonifier 450,
Bronson-USA), utilizando-se 3 pulsos de 1 minuto cada, com intervalos de 2 minutos de
resfriamento a 0°C, entre cada pulso, para preservacao das proteinas. Os restos celulares
foram removidos através de centrifugacdo a 3.000 g durante 10 minutos (Eppendorf,
5415 R, USA) e o sobrenadante foi submetido a ultracentrifugacdo a 20.000 g durante
120 minutos a 4°C (Sorvall, Ultraspeed Pro 80, USA) para que fossem coletadas as
fragdes de membrana. O sedimento foi ressuspenso em 150 pL de tampao PBS-PMSF,
pH 7,0. Posteriormente, 100 pL do lisado foram tratados com 800 pL de solucdo de
sarcosil a 2% (p/v) (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemanha) durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, as proteinas de membrana externa foram obtidas
através de centrifugacdo a 11.000 g durante 60 minutos a 4°C (Eppendorf, 5415 R,
USA). O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 50 plL de

solucdo tampao PBS-PMSF, pH 7,0 e mantido sob refrigeracdo (4°C) durante 24 horas
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para solubilizacdo das proteinas. Posteriormente, as proteinas de membrana externa

foram estocadas a -20°C para conservagao e posterior andlise por SDS-PAGE.

3.9.2. Avaliacdo da presenca de porina OprD por SDS-PAGE

Para realizar a andlise das porinas, as OMP obtidas anteriormente foram
preparadas de acordo com a metodologia descrita por LAEMMLI (1970), para andlise
de proteinas em SDS-PAGE [solucdo-estoque de poliacrilamida: acrilamida 30% (p/v)
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia); bisacrilamida 0,8% (p/v) (Pharmacia Biotech,

Uppsala, Suécia); dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,1% (p/v) (USB, Cleveland, USA)].

As proteinas foram adicionadas ao tampao de amostra [Tris-HC1 0,5M; SDS 10;
glicerina 20%; azul de bromofenol 0,01%; beta-mercapto-etanol (20 uL/mL) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) pH 6,8] e aquecidas a 95°C por 10 minutos para completar o
processo de desnaturacdo das proteinas (LAEMMLI, 1970).

A seguir, aliquotas de 10 pL das proteinas desnaturadas, foram adicionadas ao
tampao de amostra e aplicadas nos géis de SDS, concentrados a 5% de poliacrilamida
para o gel de empilhamento e 12% para o gel de separacdo, e submetidas a corrida
eletroforética a 70V durante 30 minutos (tempo estimado de passagem pelo gel de
empilhamento), sendo depois ajustado para 120V durante 90 minutos.

Apo6s a eletroforese, os géis foram corados durante duas horas, com solugdo
contendo 0,25% de coomassie blue R-250 (p/v) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, EUA),
25% de metanol e 5% de dcido acético, sendo descorados com solug¢do contendo 10%

de metanol e 5% de acido acético, até o aparecimento das bandas.

Como controle foi utilizada a cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(cepa portadora de porina OprD previamente conhecida como sensivel ao imipenem). O

peso molecular das respectivas proteinas de membrana externa foi estimado
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empregando-se o padrdo de massa molecular (SM0431 Unstained Protein Molecular

Weigth Marker, Fermentas, Burlington, Canada).

3.9.3. Avaliacdo da presenca do gene oprD

A presenca do gene oprD, no DNA cromossomico, foi verificada por PCR

utilizando as seguintes condi¢des de ciclagem: 94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 1

min, 54°C por 1 min e 72°C por 2 min, seguidos de extensdo final a 72°C por 5 min.

Como controle positivo, empregou-se a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853. As

seqiiencias dos iniciadores e o tamanho dos produtos sdo descritos na Tabela 5 e a

esquematizacao das regides flanqueadas pelos primers estd na Figura 3.

Tabela 5. Primers utilizados para detecgdo do gene oprD

Genes Primers Sequéncia oligonucleotidica (5'-3") Tamanh odo  Regido de Referéncia
alvo amplicon anelamento
oprDSeq F1 CTACGCAGATGCGACATGC YONEYAMA et
pD  oDSeqRI CCTTTATAGGCGCGTTGC 1586 bp SRR LASH) al., 1992
oprp  OPIDFwd CTACGGCTACGGCGAGGAT 262bp 187772139 YONE‘{Q%{* etal.,
oprDSeq R1 CCTTTATAGGCGCGTTGC QUALE et al., 2006
oprD Fwd CTACGGCTACGGCGAGGAT QUALE et al.,
oprD (o DRev  GACCGGACTGGACCACGTACT  /1bp  1877/1948 2006
b optD F ATGAAAGTGATGAAGTGGAGC 650 b 136/1394 PIRNZ‘B?){Z“ al.,
opr oprD R * AGGTTATCGGTGATTGCGTA P A
,  OopDF  ATGAAAGTGATGAAGTGGAGC .o wenoer ALl al.,
w oprD R2 * TTACAGGATCGACAGCGG P »

* Primers desenhados a partir da sequéncia nucleotidica publicada no EMBL/GenBank/DDBJ

databases accession number X63152.1IPAOPRD Pseudomonas aeruginosa oprD gene

554
G

736 1394 1877 1948 2067 2139
enBank X63152.1 | |
— <
1332 b
[—t P <=
1586 bp
[ m— <
659 b
P [ — <=
262 bp
—> <
71bp

Figura 3. Esquematizacdo dos primers desenhados de acordo com a seqii€ncia obtida
no GenBank (accession no. X63152.1IPAOPRD Pseudomonas aeruginosa oprD gene)
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3.10. Investigacao molecular e fenotipica das bombas de efluxo

3.10.1. Investigacdo de genes codificadores de bombas de efluxo

Na investigacdo da presenca de genes codificadores de bombas de efluxo os
seguintes genes mexA, mexB e mexE foram amplificados por PCR, empregando-se os

primers relacionados na Tabela 6.

Tabela 6. Primers utilizados para detecgdo dos genes mex codificadores

de bombas de efluxo em P. aeruginosa

Genes Tamanho do

Primers Sequéncia oligonucleotidica (5'-3") . Referéncia
alvo amplicon
Mex A-F AAGGTGCTGTCGCCGATC 120 b *1
mexA P
Mex A-R GACGTAGATCGGGTCGAG
. Mex B-F GTGTTCGGCTCGCAGTACTC 244 bp YONEDA et al.,
" MexB-R AACCGTCGGGATTGACCTTG 2005
. Mex E-F CGCCTGAACCTGAGCTTC 113 bp 9
" MexER AAGGGTGGTGAGCAGGTC

*  Primers desenhados a partir das sequéncias publicadas no
EMBL/GenBank/DDBJ databases accession numbers (L11616.1)", (X99514.1)"2.

A condicdo de ciclagem para o gene mexA consistiram de desnaturacao inicial a
94°C por 5 min, 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 56°C por 30 seg e 72°C por 30 seg,
seguidos de uma extensdao final a 72°C por 5 min. Para os genes mexB e mexE as
condic¢des de ciclagem foram mantidas, com exce¢ao da temperatura de anelamento que

ocorreu a 54°C.

3.10.2. Investigacdo fenotipica das bombas de efluxo

3.10.2.1. Método do disco combinado para detecgdo da produgdo de bombas de efluxo
Uma vez que nao existem descri¢des de métodos de disco difusdo aplicados a

pesquisa de bombas de efluxo, procuramos encontrar um método que promovesse

sinergia entre os inibidores especificos de efluxo, impregnados em disco, que pudessem

agir a nivel de gradiente de prétons (que fornece a energia necessdria para a fungdo de

bomba - CCCP e PABN) e a nivel de inibi¢do protéica (reserpina).
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Para investigacdo fenotipica da producdo de bombas de efluxo, as amostras
bacterianas foram submetidas ao teste de disco combinado, utilizando como substrato os
antibiéticos imipenem (IPM) (10pug), meropenem (MEM) (10ug), ciprofloxacina (CIP)
(5png), aztreonam (ATM) (30ug) e levofloxacina (LEV) (5ug), contidos em discos
comercialmente disponiveis (OXOID, Cambridge, UK) e como inibidores de efluxo, as
substancias quimicas: i) reserpina (R0875, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ii)
CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone (C2759, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e iii) PABN - phenyl-arginine-beta-naphthylamide (P4157, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), com algumas adaptacdes introduzidas aos métodos descritos por
LOMOVSKAYA et al., 2001 e DENNY et al., 2005.

Inicialmente, caracterizamos os inibidores de efluxo em diferentes faixas de
concentragdo para excluir a possibilidade de toxicidade desses compostos. Utilizamos os
inibidores reserpina, CCCP ¢ PABN em um gradiente de 0,01 uM a 2 uM, aplicados em
discos de papel filtro estéreis. Os indculos bacterianos (item 3.3) foram semeados por
espalhamento na superficie de placas de Petri de 150 mm contendo dgar Miieller-Hinton.
Em seguida, os discos de papel filtro impregnados individualmente com os inibidores em
diferentes concentragdes foram depositados na superficie da placa de Petri, mantendo-se
uma distancia de 2 cm entre eles, e esta foi incubada em estufa bacteriolégica a 37°C,
sendo realizada a leitura dos resultados apés 24 horas. A nao toxicidade dos compostos
foi verificada pela auséncia de halo de inibicdo ao redor dos discos impregnados com o
inibidor especifico, inclusive na maior concentracdo. De acordo com esses resultados, os
ensaios de sinergia de disco foram realizados com as seguintes concentragdes de
inibidores: reserpina (200ug/mL), CCCP (2mM) e PABN (2mM).

Para a realizacdo dos ensaios de disco combinado, os inéculos (item 3.3) foram

semeados por espalhamento na superficie de placas de Petri de 150 mm contendo dgar
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Miieller-Hinton. Em seguida, os discos de antibidticos (IPM, MEM, CIP, ATM e LEV) e
os mesmos discos combinados individualmente aos inibidores (reserpina, CCCP e PABN)
foram posicionados na placa de Petri mantendo-se uma distancia de 2 cm entre eles.
Procedeu-se a incubacdo em estufa bacteriologica a 37°C, com a leitura dos resultados

realizada apds 24 horas. Um aumento > a 3 mm no diametro do halo de inibi¢do foi um

indicativo da produ¢do de bomba de efluxo (POURNARAS et al., 2005).

3.10.2.2. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para investigacdo

da producdo de bombas de efluxo

A confirmagdo da produgcdo de bombas de efluxo foi realizada através da
determinacdo da CIM (item3.5) para os antibidticos meropenem, aztreonam e
levofloxacina (Sigma-Aldrich, Stenheim, Alemanha) na auséncia e na presenca dos
inibidores (reserpina, CCCP e PAPN, nas concentragdes finais de Sug/mL, 50uM e
50uM, respectivamente). Uma redugao > 3 dilui¢des na CIM do substrato combinado ao
inibidor foi um indicativo da producdo de bomba de efluxo (DENNY et al., 2005;

LOMOVSKAYA et al., 2001; POURNARAS et al., 2005).

3.10.3. Avaliagao da expressdo de bombas de efluxo

3.10.3.1. Extragdo do RNA total
A partir de uma suspensdo bacteriana 1 x 10° UFC/mL, a extracdo do RNA total foi

realizada utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) segundo as instrugdes
do fabricante. Ap6s o processo de extracdo do RNA total, as amostras foram submetidas a
tratamento para eliminacdo de DNA residual (etapa de digestdo do DNA), sendo incubadas
em estufa a 37°C (Fanem, SP, Brasil) por 30 minutos com solu¢ao de DNAse (RNAse-Free
DNAse Set, Qiagen, Hilden, Alemanha) contendo: 2uLL de buffer RDD; 0,2ul. de DNAse |

mix; 0,5uL de inibidor de RNAse (Applied Biosystems, California, EUA), seguido de uma
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etapa de incubacio em termobloco a 65°C (modelo 0843, Etica Equipamentos Cientificos,

SP, Brasil) por 5 minutos para inativa¢ao das enzimas.

A fim de confirmar a auséncia de DNA residual, foi realizada uma reacdo de PCR
convencional para a pesquisa do gene constitutivo rpsL (Tabela 7) de cada amostra de RNA
total obtida. As condi¢Oes de ciclagem consistiram de desnaturagdo inicial a 94°C por 5
min, 30 ciclos a 94°C por 30 seg, anelamento a 60°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 30
seg, seguidos de uma extensdo final de 72°C por 8 min. Os produtos da PCR foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, posteriormente corado com
brometo de etidio, e posteriormente visualizado em transluminador UV (modelo
AlphaDigiDoc Pro, Alpha Innotech, CA, USA). A auséncia de amplificacdo confirmava a

auséncia de DNA residual.

As amostras de RNA total foram entdo quantificadas em relagdo a sua
concentracdo, expressa em ng/ul, através da medida de absorbancia a 260nm em
espectrofotometro NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies INC, Wilmingon, DE,
EUA), concomitantemente, as amostras foram analisadas quanto a sua pureza,
determinada pela razdo 260/280nm. As amostras de RNA total que se situaram dentro
do limiar entre 1,9 e 2,1 (WILFINGER et al., 1997) foram consideradas puras e,

portanto, armazenadas a - 80°C para posterior processamento e andlise.

3.10.3.2. Sintese de cDNA
O DNA complementar foi sintetizado a partir de 1ug de RNA total (item 3.10.1)
utilizando o Kit Omniscript RT (Qiagen, Hilden, Alemanha), segundo as instru¢des do

fabricante. Acrescentou-se a reacdo 10uM de iniciador oligo d(T)¢ (Invitrogen Life

Technologies,. Carlsbad, CA, EUA) e 10 U de inibidor de RNAse (Applied Biosystems,
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California, EUA). As amostras foram incubadas em estufa a 37°C (Fanem, SP, Brasil)
por 60 minutos e posteriormente estocadas a - 20°C.
3.10.3.3. PCR em Tempo Real para detecgdo de superexpressao de bombas de efluxo

A andlise quantitativa da expressao dos genes de bombas de efluxo (mexA e
mexE) foi realizada por PCR em tempo real a partir do cDNA gerado previamente (item
3.13.2).

Os primers descritos na Tabela 7 foram desenhados de acordo com as
seqiiéncias especificas para cada gene, obtidas no GenBank, e o software Primer
Express (Applied Biosystems, California, EUA) foi empregado para verificacdo dos
mesmos. Foi realizado um alinhamento dos primers obtidos utilizando o banco de genes
da National Library of Medicine (BLAST) para constatacio de especificidade.

Tabela 7. Primers utilizados na PCR em tempo real para avaliagdo da expressdo de

bombas de efluxo

Gene  primers Sequéncia oligonucleotidica (5'-3") Tamanho do Referéncia
alvo amplicon
rpsL-F GCAACTATCAACCAGCTG 231 b WESTBROCK-
psk rpsL-R GCTGTGCTCTTGCAGGTTGTG p WADMAN et al., 1999
mexA-F AAGGTGCTGTCGCCGATC 120 b %]
mexd mexA-R GACGTAGATCGGGTCGAG p
mexE-F CGCCTGAACCTGAGCTTC 113 b %9
"eE mexE-F AAGGGTGGTGAGCAGGTC P

* Primers desenhados a partir das sequéncias publicadas no EMBL/GenBank/DDBJ
databases accession numbers (L1 1616.1)*1, (X995 14.1)*2.

Inicialmente, para confirmar a presenca de seus respectivos genes codificadores,
os mesmos sistemas de efluxo a serem investigados quanto a sua expressdo em P.
aeruginosa, foram submetidos a PCR tradicional. As condi¢des de ciclagem foram
realizadas a partir de uma incubacdo inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturacio
a 94°C por 30 seg, anelamento a 60°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 30 seg, seguidos

de uma extensdo final a 72°C por 5 min. Apds a andlise dos produtos de amplificagdo e
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a confirmacdo da presenca dos fragmentos de tamanho esperado, os genes responsaveis

pela codificac@o dos sistemas de efluxo tiveram seu nivel de expressao determinado.

A andlise quantitativa da expressao dos genes de bombas de efluxo (mexA e mexE)
foi realizada por PCR em tempo real a partir do cDNA gerado previamente (3.13.2). A
metodologia utilizada para preparar as reacdes de PCR em tempo real foi realizada de
acordo com o manual do corante fluorescente SYBR Green utilizado (Power SYBR
Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, California, EUA). Cada reacdo foi
composta por 1 uL. de cDNA (200ng); 5 uL de Power SYBR Green PCR Master Mix;
0,5 uL de primer sense (100uM); 0,5 uL de primer antisense (100uM) e 3uL de dgua

DEPC tratada, totalizando um volume final de 10uL.

As amplificacdes em tempo real foram realizadas no aparelho StepOnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, California, EUA). Como controle interno
foi utilizado o par de primers que flanqueiam o gene rpsL (WESTBROCK-WADMAN
et al., 1999), responsdvel pela codificacdo da subunidade 30S da proteina ribossomal
S12. Como controles negativos, foram utilizadas dgua tratada com DEPC e amostras de
RNA (para confirmar a auséncia de contaminag¢do por DNA residual) e a auséncia de

curva de amplicacdo confirmava a auséncia de contaminantes.

As condi¢des de termociclagem consistiram de incubacdo inicial a 95°C por 10
min, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 seg, e anelamento, extensao e
captura do sinal de fluorescéncia a 60°C por 1 min, de acordo com as recomendacgdes
estabelecidas pelo software e plataforma de instrumentacdo do fabricante do aparelho
StepOnePlus (programa especifico para SYBR Green). A curva de dissociagcdo (curva

de melting) foi determinada ao final da reac@o para garantir a especidade dos primers
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analisados, confirmada através da geracdo de um tnico pico resultante da reacdo de

amplifica¢do na temperatura esperada.

Para padronizar as reacdes de PCR em tempo real para cada gene, foram
realizadas curvas-padrio de eficiéncia das reagdes, empregando-se diluicao seriada (1:5)

em 5 pontos, a partir da concentracao inicial de 200ng/uL (200ng/uL a 0,36ng/uL).

Posteriormente, os produtos da reacdo de PCR em tempo real foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador UV, para confirmar a amplificacdo dos genes-alvo, verificada pela
amplificacdo de produtos com pesos moleculares equivalentes aos esperados e a

auséncia de formac¢do de produtos inespecificos.

Para a andlise da expressdo, as curvas de amplificacio foram verificadas
individualmente, com o ajuste manual do limiar de deteccdo (threshold) para que os
valores de Cr fossem obtidos na faixa de amplificacdo exponencial. Definiu-se, dessa
maneira, um limiar de deteccdo distinto para cada gene testado: rpsl (0,237748), mexA

(0,310962) e mexE (0,125656).

Para a obtencdo da expressdo relativa dos genes-alvo, os cdlculos foram
baseados no método do Ct comparativo, também denominado delta delta Cr (AACr),
segundo PFAFFL, 2001 e LIVAK & SCHMITTGEN, 2001. Nesse modelo matemdtico,
o valor de ACr foi obtido pela subtracao do valor de cada gene-alvo pelo valor da média
de Cr do gene rpsL (controle interno); o valor de AACt foi obtido pela subtracdo do
valor da média de Cr da amostra desconhecida pelo valor da média de Cr da amostra
referéncia; e elevacdo negativa do valor de AACt na base 2 (Z'AACT). Dessa maneira, o
resultado da expressdo relativa indica quantas vezes um gene € expresso em uma

amostra, em relacdo a expressao desse mesmo gene, na cepa utilizada como referéncia.

34



MATERIAIS E METODOS

Foram considerados positivos para superexpressio de bombas de efluxo, os
isolados que apresentaram alteragdes na transcri¢do relativa de, no minimo, duas vezes
para o gene mexA (QUALE et al., 2006; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2009) e no
minimo 10 vezes para o gene mexE (KOHLER et al., 1999b), em comparaciio com a

cepa controle Pa01.

3.11. Avaliacdo da relacdo genética entre os isolados

A diversidade genética foi estudada mediante a técnica de ERIC-PCR para
tipagem genotipica, utilizando o  primer  Unico ERIC-2 5 -
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3' segundo AYDIN et al., 2007. As condigdes
de ciclagem consistiram de desnaturacdo inicial de 94°C por 10 min, 30 ciclos de
amplificacdo (desnaturagdo a 94°C por 1 min, anelamento a 52°C por 1 min e extensdo a

72°C por 8 min), seguidos de uma extensao final a 72°C por 16 min.

Os produtos da amplificagao foram submetidos a corrida eletroforética em gel de
agarose a 1,5%, posteriormente corado com brometo de etidio, e visualizado em
transluminador UV.

As porcentagens de similaridade genética, assim como os calculos de cluster e a
subseqiiente geracdo de dendrograma, foram realizadas com o auxilio do programa
Bionumerics (Applied Mathematics, versao 5.0, Kortrijk, Bélgica), empregando-se o
coeficiente de DICE (1945), utilizando uma tolerancia de 3% e uma otimizagao de 1%,
de acordo com o critério de analise baseado na similaridade dos isolados > a 90% (DOS

ANJOS BORGES et al., 2003).
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4 - RESULTADOS

4.1. Antibiograma

Os antibidticos testados pelo método de Kirby-Bauer foram aqueles utilizados

nos esquemas terapéuticos convencionais para casos de infec¢do por P. aeruginosa.

Na Tabela 8, sdo apresentadas as porcentagens de resisténcia encontradas nos

isolados recuperados dos centros estudados.

Tabela 8. Porcentagem (%) de resisténcia dos isolados de P. aeruginosa, a
antibioticos de uso habitual

n° isolados resistentes / n° isolados estudados (% resisténcia)
Fonte dos isolados

Antibidtico A B C D Total
IPM 22/22 (100)  11/11(100) 39/39 (100) 4/4 (100) 76/76 (100)
CAZ 3/22 (14) 11/11 (100)  39/39 (100) 1/4 (25) 54176 (71)
MEM 9/22 (41)  11/11(100)  38/39 (97) 4/4 (100) 62/76 (82)
AK 3/22 (14) 10/11 (91)  37/39 (95) 1/4 (25) 51/76 (67)
CIP 7/22 (32) 11/11 (100)  37/39 (95) 3/4 (75) 58/76 (76)

IPM, imipenem (10pg); CAZ, ceftazidima (30pg); MEM, meropenem (10pg); AK, amicacina (30ug);
CIP, ciprofloxacina (5pug); A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

4.2. Concentragdo inibitoria minima do imipenem

Para andlise comparativa dos resultados obtidos a partir da determinacdo das
CIMs, os valores foram expressos em termos de CIMso (CIM para 50% dos isolados) e

CIMy (CIM para 90% dos isolados).

Como apresentado na Tabela 9, a CIM do imipenem para 50% e 90% dos
1solados ficou acima do limiar que define um isolado como resistente (i.e., > 16 ug/mL)

de acordo com o CLSI (2010).
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Tabela 9. Resultados da concentracdo inibitoria minima (CIM) do imipenem

CIM do imipenem
Fonte dos isolados n° isolados CIM 50790 (ng/mL)
A 22 16/64
B 11 512/>512
C 39 256/>512
D 4 32/32
Total 76 32/>512

CIM, concentragdo inibitéria minima; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

Com excec¢do dos isolados recuperados nos centros hospitalares A e D, todos os

isolados exibiram um alto nivel de resisténcia ao imipenem.

4.3. Confirmacao fenotipica e molecular da producdao de MBL

No método para investigacdo fenotipica da produg¢do de MBL, realizado
segundo ARAKAWA et al., 2000 (CIM do imipenem na presenca de EDTA),
os isolados resistentes ao imipenem que apresentaram uma redu¢do da
CIMsp90 > 3 dilui¢des, foram considerados produtores de metalo-beta-

lactamase (Tabela 10).

Tabela 10. Resultados da confirmacdo fenotipica da producdo de MBL através
da determinacdo da CIM do imipenem na presenga de EDTA

CIM (ug/mL)
CIM
Fonte dos isolados n° isolados testados 20%0
IPM IPM/EDTA
A 22 16/64 16/16
B 11 512/>512 16/16
C 39 256/>512 16/32
D 4 32/32 16/16
Total 76 32/>512 16/16

CIM, concentragdo inibitéria minima; IPM, imipenem; EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético; A,
B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.
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Os resultados da CIM do imipenem na presenga de EDTA foram confirmados

através do método de E-Test MBL (AB Biodisk, Solna, Suécia).

Paralelamente a determinacdo da CIM na presenca de EDTA e da
confirmacdo desses resultados através do método E-Test, foi realizado o método
de dupla difusdo do disco, de forma similar ao utilizado para triagem de ESBL
(ARAKAWA et al., 2000), usando ceftazidima e imipenem como subtratos e
EDTA, MAA e MPA como inibidores enzimdticos. Os testes de sinergismo para
determinar a melhor combinagdo inibidor/substrato a ser utilizada na indicagao
da producdo de MBL, mostraram que a combinacdo de acido mercaptoacético
acompanhado  pelo  substrato  ceftazidima  apresentou uma  maior
representatividade que as demais combinagdes utilizadas (Tabela 11), resultando

em 61% de positividade.

Tabela 11. Resultados do método de dupla difusdo do disco para deteccdo de
isolados produtores de MBL

Triagem MBL
n° de isolados positivos / n° de isolados testados (% positividade)
eotadon CAZ PM
EDTA MAA MPA EDTA MAA MPA
A 2/22 (9) 3/22 (14) 2/22 (9) 3/22 (14) 1722 (5) 0/22 (0)
B 6/11 (55) 9/11 (82)  8&/11(73) 0/11 (0) 0/11 (0) 0/11 (0)
C 24/39 (62) 34/39 (87) 12/39 (31) 3/39 (8) 18/39 (46) 1/39 (3)
D 0/4 (0) 0/4 (0) 0/4 (0) 0/4 (0) 0/4 (0) 0/4 (0)

Total 32/76 (42) 46/76 (61) 22/76 (29) 6/76 (8)  19/76 (25) 1/76 (1)

MBL, metalo-beta-lactamase; CAZ, ceftazidima; IPM, imipenem; EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético;
MAA, 4cido mercaptoacético; MPA, dcido mercaptopropidnico; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de
amostras.

Na Figura 4, sao apresentadas as reacgdes de positividade e negatividade ao
método de dupla difusdo do disco para detec¢do de isolados produtores da enzima MBL,

bem como a confirmagao da metodologia pelo método da fita E-Test.
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Figura 4. Método da dupla difusdo do disco (A-G) e método E-Test MBL (H-K). (A)
Positividade para MAA-CAZ e MPA-CAZ (formacdo de zona de inibicdo de crescimento
bacteriano, indicada pelas setas); (B) Positividade para EDTA-CAZ, MAA-CAZ, MPA-CAZ;
(C) Positividade para EDTA-CAZ, MAA-IPM, MAA-CAZ, MPA-CAZ; (D) Positividade para
MAA-CAZ e MAA-IPM; (E) Positividade para EDTA-IPM, MAA-IPM, MPA-IPM; (F) Falsa
negatividade das amostras devido a falha na metodologia (espago entre os discos maior que 2
cm); (G) Distancia adequada entre os discos (2 cm entre cada um) revelando positividade para
MAA-CAZ e MPA-CAZ; (H) E-Test positivo em isolado SPM-1 (decréscimo do MIC de 96
pg/ml para 2 pg/mL na presenca do EDTA); (I) E-Test positivo em isolado SPM-1 (decréscimo
do MIC de >256 pg/ml para 4 pg/mL na presenga do EDTA); (J) E-Test negativo (decréscimo
do MIC de 4 pg/ml para 2 ug/mL na presenca do EDTA); (K) E-Test positivo em isolado VIM
(decréscimo do MIC de 16 pg/ml para 4 pg/mL na presenca do EDTA). IPM, imipenem; CAZ,
ceftazidima; EDTA, dcido etilenodiamino tetra-acético; MAA, dcido 2-mercaptoacético; MPA,
acido 2-mercaptopropionico.
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A confirmag¢ao molecular dos fenétipos MBL foi realizada através da técnica da
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) para detec¢do dos genes codificadores de
MBL blanp-like, blayiv-like e blaspy. ;-

A presenca de MBL foi confirmada em 74% (56/76) dos isolados, sendo que
62% (47/76) carregavam genes blaspm.; € 12% (9/76) carregavam genes blayp-like, ndo
sendo detectado isolado portador de blapp-like.

Os resultados do percentual de positividade dos genes blanp-like, blayp-like e

blaspym.1 sdao sumarizados na Tabela 12.

Tabela 12. Fregiiéncia de genes blaspy;.; e blayyy-like, codificadores de MBL,

em isolados de Pseudomonas aeruginosa

Genes codificadores de MBL
n° isolados detectados / n° isolados estudados (% positividade)

MBL
Fonte dos isolados blaspm-1 blaym-like Total de isolados
MBL positivos
A 1/22 (5) 8/22 (36) 9/22 (41)
B 10/11 (91) 1/11 (9) 11/11 (100)
C 34/39 (87) 0/39 (0) 34/39 (87)
D 2/4(50) 0/4 (0) 2/4 (50)
Total 47176 (62) 9/76 (12) 56/76 (74)

MBL, metalo-beta-lactamase; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

A maior positividade (100%) para genes produtores de MBL, foi encontrada nos

isolados provenientes do local B.

Os controles positivos dos genes blaspm.1, blaviv-like, blapnp-like foram
amplificados e sdo apresentados na Figura 5, indicando, portanto, que se blapp-like

estivesse presente, ele teria sido detectado.
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Figura 5. Amplificacdes das cepas controle para os genes blaspy.1, blayiy-like, blapp-like.
M, marcador de peso molecular 100 bp (SM0321, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder,
Fermentas, Burlington, Canadd); Linhas 1, 2 e 3, produto de amplifica¢do dos genes blapp-
like (~ 600 bp), blaspm.1 (~ 650 bp) e blay-like (~ 590 bp), respectivamente. Gel de

agarose 1% revelado com brometo de etidio.

Uma vez que a presenga dos genes foi confirmada pela PCR, determinou-se a
sensibilidade e especificidade do método de dupla difusdao do disco, para a triagem de
MBL em isolados de P. aeruginosa, com o intuito de estipular a combinagao ideal de
inibidor-substrato a ser usada na rotina laboratorial. Os resultados da andlise sdo

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Avaliagdo da sensibilidade e especificidade dos métodos de dupla
difusdo do disco para deteccdo de MBL

Sensibilidade e especificidade dos métodos de triagem para
detec¢do de amostras MBL positivas

Inibidor/Substrato Total de isolados MBL positivos = 56
Sensibilidade (%) Especificidade (%)
blaspyy blayp-like blaspy. blayy-like

n=47 n=9 n =47 n=9
EDTA/IPM 6 22 90 94
EDTA/CAZ 64 11 93 52
MAA/IPM 41 n/d 97 72
MAA/CAZ 89 11 86 33
MPA/IPM n/d n/d 97 99
MPA/CAZ 40 11 90 69

IPM, imipenem; EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético; CAZ, ceftazidima; MAA, 4cido
mercaptoacético; MPA, dcido mercaptopropidnico; n/d, ndo detectado; A, B, C e D, centros hospitalares
fornecedores de amostras.
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Para a triagem fenotipica de MBL, quando a producao foi associada a produgdo
de SPM-1, a maior sensibilidade foi observada usando MAA como inibidor e
ceftazidima como substrato (89%). Com relacdo a especificidade, a melhor combinagao

foi MAA e MPA combinado a IPM (97%).

Em relacdao a enzima VIM, o maior percentual de sensibilidade foi observado
com a combinacdo inibidor-substrato EDTA-IPM (22%), porém, para especificidade, a

melhor combinacdo demonstrou ser MPA-IPM (94%).

4.4. Avaliagdo da presenga de genes codificadores de metilases 16S RNAr

Uma vez que os isolados estudados apresentaram um alto nivel de resisténcia
para aminoglicosideos (67% de resisténcia para amicacina, Tabela 8), foi realizada a
pesquisa de genes 16S RNAr através de PCR, de acordo com os primers descritos na
Tabela 4. Do total de 76 isolados, 66% apresentaram o gene rmtD, sendo que tanto esse
gene rmtD como o gene blaspy; foram encontrados em 61% dos isolados estudados
(Tabela 14), conferindo um fenétipo de multirresisténcia quase a totalidade dos beta-
lactamicos e aminoglicosideos testados (Tabela 15). A pesquisa para os demais genes

produtores de metilases (armA, rmtA, rmtB e rmtC) foi negativa.

Tabela 14. Presenca dos genes blaspy.; e rmtD codificadores de enzimas

SPM-1 e metilase RmtD em P. aeruginosa, respectivamente

Percentual de positividade dos genes codificadores de SPM-1 e RmtD
n° isolados detectados / n° isolados estudados (%)

Fonte dos isolados blaspyis D Total de isolados
carregando ambos genes
A 1/22 (5) 3/22 (14) 1722 (5)
B 10/11 9D 10/11 9D 10/11 (91)
C 34/39 (87) 36/39 (92) 34/39 (87)
D 2/4(50) 1/4 (25) 1/4 (25)
Total 47/76 (62) 50/76 (66) 46/76 (61)

A, B, Ce D, centros hospitalares fornecedores de amostras.
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Do total dos isolados co-produtores de MBL e metilase, 98% apresentaram

resisténcia a amicacina e ao imipenem (Tabela 15).

Tabela 15. Porcentagem (%) de resisténcia dos isolados de P. aeruginosa, a

antibiéticos aminoglicosideos e carbapenémicos

Resisténcia antibacteriana
n° isolados resistentes / n® isolados estudados (% resisténcia)

Fonte dos AK/ blClSPM_l + rmtD IPM/ blClSPM_l +rmtD

isolados AK positivos TPM positivos
A 3/22 (14) 1/1 (100) 22/22 (100) 1/1 (100)
B 10/11 (91) 10/10 (100) 11/11 (100) 10/10 (100)
C 37/39 (95) 33/34 (97) 39/39 (100) 34/34 (100)
D 1/4 (25) 0/1 (0) 4/4 (100) 1/1 (100)
Total 51/76 (67) 45/46 (98) 76/76 (100) 46/46 (100)

AK, amicacina; IPM, imipenem; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

4.5. Producdo de porina OprD

4.5.1. Investigacdo fenotipica da produgdo de porina OprD

Dentre os 76 isolados analisados, 13 (17 %) apresentaram positividade para a
banda correspondente a porina OprD de ~ 46 kDa e foi verificada a presenca de bandas
de tamanho equivalente a ~ 45 kDa em 3% (2/76) dos isolados e ~ 47 kDa em 9%
(7/76) dos isolados (Figura 6), presentes em isolados MBL positivos e negativos, como

€ possivel verificar nas Tabelas 16 e 17.

Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE de proteinas OprD de P. aeruginosa corado por
coomassie blue R-250. M, padrdo de peso molecular (SM0431, Fermentas, Burlington,
Canadd); linha 1, cepa ATCC 27853 (portadora de porina OprD - 46 kDa); linha 2,
isolado com porina de 45 kDa; linha 3, isolado com presenga de porina de 46 kDa; linha
4, isolado com porina de 47 kDa; linha 5, isolado com auséncia de porina de 45 a 47

kDa.
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Tabela 16. Investigacdo de porina OprD em 56 isolados de P. aeruginosa MBL

positivos de diferentes procedéncias, de acordo com a determinacdo fenotipica

Percentual (%) de positividade para a presenca de porinas em isolados MBL positivos

Auséncia de Presenca de Presenca de Presenca de
Fg(r)lge CCI{\ZASOIEI\IXI {'_ porinas/ porina ~ 45 kDa/ porina ~ 46 kDa/ porina ~ 47 kDa/
isolados EslgT A Isolados MBL Isolados MBL Isolados MBL Isolados MBL
positivos (%) positivos (%) positivos(%) positivos (%)
A 16/16 4/9 (44) 2/9 (22) 1/9 (11) 2/9 (22)
B 512/16 8/11 (73) 0/11 (0) 2/11 (18) 1/11 (9)
C 256/32 24/34 (71) 0/34 (0) 8/34 (22) 2/34 (6)
D 32/16 172 (50) 0/2 (0) 0/2 (0) 1/2 (50)
Total 32/16 37/56 (66) 2/56 (4) 11/56 (20) 6/56 (11)

CIM, concentrac¢do inibitéria minima; [PM, imipenem; EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético; MBL,
metalo-beta-lactamase; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

2

E interessante o fato de que 37/56 (66%) isolados MBL positivos nao

apresentaram porina (Tabela 16).

Tabela 17. Investigacdo de porina OprD em 20 isolados de P. aeruginosa MBL

negativos de diferentes procedéncias, de acordo com a determinacdo fenotipica

Percentual (%) de positividade para a presenca de porinas em isolados MBL negativos

Fg(r;ste CIM;, IPM/ Auséncia de ljrzgeﬁl]%zdfsg 10; ér(l)z Presenca de porina ~  Presenca de porina
isolados Cll\éli)) {Ei\d + Mligoiinasllsplados MBL 46 kDa/ Isplados ~ 47 kDa/ I§olados
negativos (%) negativos(%) MBL negativos(%) MBL negativos(%)

A 16/16 12/13 (92) 0/13 (0) 1/13 (8) 0/13 (0)

B - 0/0 (0) 0/0 (0) 0/0 (0) 0/0 (0)

C 32/16 4/5 (80) 0/5 (0) 0/5 (0) 1/5 (20)

D 32/16 1/2 (50) 0/2 (0) 1/2 (50) 0/2 (0)

Total 32/16 17/20 (85) 0/20 (0) 2/20 (10) 1720 (5)

CIM, concentracao inibitéria minima; IPM, imipenem; EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético; MBL,
metalo-beta-lactamase; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

A alta taxa de auséncia de porina (85%) em isolados MBL negativos (Tabela 17)
confirma o mecanismo de impermeabilidade, traduzida pela resisténcia ao imipenem
com uma CIM pouco acima do limiar caracteristico dos isolados MBL negativos. A
presenca de porina OprD em 15% dos isolados MBL negativos indica a ocorréncia de

outros mecanismos relacionados a resisténcia.
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4.5.2. Investigacdo da presenca do gene codificador de porina OprD

A presenca do gene oprD, codificador da porina OprD, foi investigada pela
técnica de PCR nos 76 isolados imipenem resistentes. Como controle positivo da
reacdo, foi utilizada a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853. Foram utilizados diferentes
pares de primers (Tabela 5) que foram construidos tendo como seqiiéncia de referéncia,

a publicagdo X63152.1 do GenBank (Pseudomonas aeruginosa oprD gene).

As amplificagdes para a pesquisa do gene oprD, indicaram a presenga de
fragmentos em 87% (66/76) dos isolados analisados, quando foi considerada a regido

554/2139 equivalente a 1586 bp.

Uma vez que oprD é considerado um gene estrutural, sua auséncia em 10/76
(13%) isolados (Figura 7), foi sugestiva de um evento genético associado a seqii€éncias

de insercdo e/ou presenca de polimorfismos no gene.

M 12 34567 8 910111213141516171819202122 M

Figura 7. Amplificacdes do gene oprD regido 554/2139 equivalente a 1586 bp, de
isolados de P. aeruginosa. Como se nota nas linhas 6 a 13, e 21, 22, dez isolados ndo
apresentaram amplificacio de fragmentos. M, padrdo de peso molecular 100 bp
(SM0321, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas, Burlington, Canada)

Assim, para confirmar este evento, foi utilizado um novo par de primers
especificos para anelar em uma regido préxima a 3’ (1877 bp). Conforme a seqiiéncia

do gene oprD obtida no GenBank (Figura 3).
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A amplificagdo de um novo fragmento de 262 bp gerado pelo primer oprD
regido 1877/2139 foi verificada em 9 isolados imipenem resistentes (Figura 8) que ndo
haviam apresentado amplificacdo na regiao 554/2139 (Tabela 18), sugerindo-se assim a

presenca de uma seqiiéncia de inser¢ao na regiao upstream a 1877.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

- - - - _a = . e <«

Figura 8. Amplifica¢des do gene oprD regido 1877/2139 de 262 bp dos isolados clinicos de P.
aeruginosa negativos para a amplificacdo do gene oprD regido 554/2139. M, padrdo de peso
molecular 100 bp (SM0321, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas, Burlington,
Canadd); linhas 1 a 5 e 7 a 10, amplificacdes positivas; linha 6, isolado 40 do local A, negativo
para a amplificacdo do gene oprD regido 1877/2139.

Devido ao resultado negativo para oprD mesmo utilizando os primers para
amplificacdo de fragmentos das regides 554/2139 e 1877/2139 em um unico isolado,
um primer foi utilizado para a deteccao de fragmentos da regido 1877/1948 e a
amplificacdo foi positiva (Figura 9). Dessa forma, também foi sugerida a presenca de

uma seqiiéncia de inser¢ao na regiao entre 1877 bp e 1948 bp.
M1 2

U

Figura 9. Amplificacdes do gene oprD regido 1877/1948 equivalente a 71 bp do isolado clinico
de P. aeruginosa, negativo para a amplificacdo dos genes oprD regido 554/2139 e oprD regido
1877/2139. M, padrao de peso molecular 100 bp (SM0321, GeneRuler 100 bp Plus DNA

Ladder, Fermentas, Burlington, Canad4); linha 1, isolado 40 (A); linha 2, controle negativo.
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E interessante observar que a CIM do imipenem para estes isolados carregando

possiveis seqiiéncias de insercao dentro do gene oprD, variou entre 8 e 32 ug/mL e ndo

houve queda da CIM na presenga de EDTA (Tabela 18).

amplificacdo de diferentes regioes do gene oprD

Tabela 18. Caracteristicas fenotipicas de 17 isolados com auséncia de

Pesquisa do gene oprD SDS-PAGE
CIM IPM/ Regido Regido Regido Regido Regido ] )
Isolados IPM4EDTA 554/2139 1877/2139  1877/1948 736/2067  736/1394 Porina Meca}llﬁmc{ de
(Fonte) MBL (1586 bp) (262 bp) (71 bp) (1332bp) (659 bp) OprD Resisténcia
(kDa) Inferido (IPM)

6 (A) 16/16 - - + + + + - Imperm

7(A) 16/16 - - + + + + - Imperm

8 (A) 32/16 - - + + + + - Imperm

10 (A) 16/16 VIM - + + + + - Imperm

11 (A) 16/16 VIM - + + + + - Imperm

20 (A) 16/16 - + + + - - Imperm

40 (A) 16/16 VIM - - + + + - Imperm
33/34 (B) >512/2 SPM + + + + - Imperm + MBL

5(C) 128/16 SPM + + + + - 47 MBL

6 (C) 64/16 - + + + + - 47 MBL

8 (C) 256/32 SPM + + + + - 47 MBL

9 (O 64/16 SPM + + + + - - Imperm + MBL

10 (C) 64/16 SPM + + + + - - Imperm + MBL

11 (C) >512/32 SPM + + + + - 46 MBL

35 (O) 8/8 - - + + + + - Imperm
73/84B (D) 32/16 - + + + - - Imperm
c916 (D) 32/16 - - + + + + 46 MBL

’;‘;r 8(’:5(3: S - + + + + + 46 -

IPM, imipenem; EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético; MBL, metalo-beta-lactamase; oprD, gene codificador de porina OprD; Imperm,
impermeabilidade; (+) positivo / presente; (-) negativo / ausente.

Visando amplificar uma regido integra do gene oprD, responsavel pela expressao da

porina OprD, de modo a identificar a localizacdo de seqiiéncias de insercdo em isolados

que previamente apresentaram uma PCR negativa ou possiveis polimorfismos, um novo

par de primers foi desenhado para a regido 736/2067 (Tabela 5, Figura 3). Os resultados

destes novos experimentos revelaram amplificagao de fragmentos especificos de 1332 bp

em 100% das amostras analisadas (Tabela 19).
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Tabela 19. Percentual (%) de amplificacdes positivas para a investigagdo do gene

oprD nos isolados IPM resistentes provenientes de diversos hospitais

oprD 55472139 oprD 1877/2139  oprD 1877/1948  oprD 736/2067  oprD 736/1394

Fonte dos (1586 bp) (262 bp) (71 bp) (1332 bp) (659 bp)
isolados /isolados IPM /isolados IPM /isolados IPM /isolados IPM /isolados IPM
resistentes (%) resistentes (%) resistentes (%) resistentes (%) resistentes (%)
A 15/22 (68) 21/22 (95) 22/22 (100) 22/22 (100) 21/22 (95)
B 11/11 (100) 11/11 (100) 11/11 (100) 11/11 (100) 10/11 (91)
C 38/39 (97) 39/39 (100) 39/39 (100) 39/39 (100) 33/39 (85)
D 2/4 (50) 4/4 (100) 4/4 (100) 4/4 (100) 3/4 (75)
Total 66/76 (87) 75/76 (99) 76/76 (100) 76/76 (100) 67/76 (88)

IPM, imipenem; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

Uma nova PCR para amplificar a regido 736/1394, equivalente a 659 bp, foi
negativa em 12% das amostras (Tabela 19), sugerindo que nesses isolados esta auséncia da
porina OprD muito provavelmente estava associada com a presenca de um polimorfismo
localizado entre a regido 736/1394, enquanto nos isolados onde nao ocorreu amplificacio
para a regiao [1877/2139, provavelmente uma seqii€ncia de inser¢do entre a regido
554/1877 estava envolvida. J4 nos isolados que apresentaram uma PCR negativa para as

regides 554/2139 e 736/1394 provavelmente ambos eventos podem ocorrer.

Os dados apresentados confirmam relatos prévios sobre resisténcia ao imipenem
associada a impermeabilidade ocasionada pela auséncia da porina OprD. Essa
resisténcia se caracteriza, fenotipicamente, por uma CIM que se enquadra dentro de um
limiar caracteristico de um isolado com resisténcia intermedidria (8 — 16 pg/ml) (Tabela

18), de acordo com o CLSI (2010).

Como observado na Tabela 18, nove isolados envolvidos com a presenca de
mutacdes e/ou polimorfismos em diferentes regides do gene oprD apresentaram
presenca de MBL e a maioria dos isolados MBL positivos ndo apresentou decréscimo
da CIM na presenca de EDTA. O isolado de P. aeruginosa c916 (D), ndo apresentou
uma queda da CIM do IPM na presenca de EDTA caracteristica da producao de MBL, e

teve a presenca da porina de 46 kDa confirmada por SDS-PAGE.
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Os critérios de interpretacdo dos mecanismos fenotipicos de resisténcia ao
imipenem podem ser inferidos a partir da determinacdo da CIM na presenga e na

auséncia de EDTA, como observado na Tabela 20 (adaptacao de LIVERMORE, 2002).

Tabela 20. Interpretagdo fenotipica de mecanismos de impermeabilidade

associado a produgdo de metalo-beta-lactamase (MBL)

IPM IPM/EDTA Porina OprD MBL
S S + -
I/R I/R - -
R R - +
R S + +

IPM, imipenem; MBL, metalo-beta-lactamase; EDTA, 4cido etilenodiamino tetra-acético;

R, resistente; I, intermedidrio; S, sensivel; (+) positivo / presente; (-) negativo / ausente.

4.6. Investigacao molecular e fenotipica da producdo de bombas de efluxo
4.6.1. Investigacdo da presenca de genes codificadores de bombas de efluxo
Em um total de 76 amostras analisadas quanto a presenca dos genes mex, em 92%
(70/76) houve amplicacido do gene mexA e em 82% (62/76) houve amplificacdo do gene
mexE. Os resultados detalhados dessa andlise podem ser verificados na Tabela 21.
Tabela 21. Distribuicdo percentual (%) de genes codificadores de bombas efluxo
em 76 amostras imipenem resistentes, de acordo com o local de isolamento

Pesquisa dos genes mex codificadores de proteinas do sistema de efluxo

Isolados positivos / Isolados investigados (%)

Fl(s):)lfz d(:)(;s mexA mexB mexE
A 20/22 (91) 22/22 (100) 19/22 (86)

B 7/11 (64) 11/11 (100) /11 (64)
C 39/39 (100) 39/39 (100) 32/39 (82)

D 4/4 (100) 4/4 (100) 4/4 (100)
Total 70/76 (92) 76/76 (100) 62/76 (82)

A, B, Ce D, centros hospitalares fornecedores de amostras.
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4.6.2. Investigagdo fenotipica da producdo de bombas de efluxo
A investigacado foi focalizada para o estudo de 20 isolados imipenem resistentes,
MBL negativos.

4.6.2.1. Método do disco combinado para deteccdo da produgdo de bombas de efluxo

Os ensaios de disco combinado para os experimentos de investigacdo de bombas
de efluxo (Figura 10), foram realizados utilizando os inibidores (reserpina, CCCP e
PABN) e os substratos (imipenem, meropenem, ciprofloxacina, levofloxacina e

aztreonam).

Figura 10. Método do disco combinado para avaliagio fenotipica da presenca de bombas de efluxo
em P. aeruginosa. (A) Positividade para MEM-CCCP, MEM-RES, IPM-CCCP, IPM-RES, ATM-CCCP
e ATM-RES; (B) Positividade para MEM-CCCP, MEM-RES e negatividadade para IPM combinado a
todos inibidores testados; (C) Positividade para MEM-CCCP, MEM-RES, ATM-CCCP, ATM-RES e
ATM-PABN; (D) Positividade para ATM-CCCP, ATM-RES, ATM-PABN, LEV-CCCP, LEV-RES e
LEV-PABN; (E) Amostra negativa para todos os substratos (CIP, MEM, IPM, ATM e LEV) na presenca
de todos os inibidores testados (CCCP, RES e PABN). CCCP, -carbonyl cyanide-m-
chlorophenylhydrazone; RES, reserpina; PAPN, phenyl-arginine-beta-naphthylamide; MEM,
meropenem; [IPM, imipenem; ATM, aztreonam LEV, levofloxacina; CIP, ciprofloxacina.
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Em isolados imipenem resistentes MBL negativos, a combinacdo meropenem /
reserpina revelou atividade sinérgica para 30% (6/20) dos isolados quando comparada

as demais combinacdes (Tabela 22).

Tabela 22. Atividade sinérgica do inibidor de efluxo x antibidticos em isolados
imipenem resistentes ndo produtores de metaloenzimas

Inibidor + Antibidtico / Amostras MBL negativas

Fi‘(s)(r)llt: d(i)(;s cccp Reserpina PABN
MEM IPM LEV ATM MEM IPM LEV ATM MEM IPM LEV ATM
A 313 0/13  2/13  0/13 513  0/13  4/13  2/13  3/13  0/13  1/13  0/13
B . . - - - . . - - - - .
C 1/5 0/5 1/5 0/5 1/5 0/5 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5 0/5
D 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Total 4/20 020  3/20 0/20  6/20  0/20 520  3/20 420 120  2/20  0/20

CCCP, carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; RES, reserpina; PABN, phenyl-arginine-beta-naphthylamide;
LEV, levofloxacina; IPM, imipenem; MEM, meropenem; ATM, aztreonam; A, B, C e D, centros hospitalares
fornecedores de amostras.

Além dos resultados percentuais para detec¢do, a reserpina foi o inibidor de
efluxo que apresentou o maior didmetro de inibi¢do, geralmente acima de 4 mm, em

combinacdo com os antibidticos testados (Figura 10).

O inibidor CCCP indicou sinergismo com os antibidticos meropenem e
levofloxacina, a reserpina, com os antibidticos meropenem, levofloxacina e aztreonam
e, finalmente, o PABN, com os antibidticos meropenem, imipenem e levofloxacina. Nao
houve resultado positivo para nenhum inibidor combinado a ciprofloxacina. A média do
diametro do halo de inibi¢do nos isolados positivos para o ensaio foi de 4 mm. Dos 20
isolados MBL negativos, 12 (60%) apresentaram um aumento no halo de inibi¢do na

presenca de um ou mais inibidores de bomba de efluxo (Anexo 2).
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4.6.2.2. Concentragdo inibitoria minima para detec¢do da produgdo de bombas de

efluxo

Um outro método fenotipico utilizado para avaliar o fenétipo da producdo de
bombas de efluxo foi a determinacdo da CIM com os substratos meropenem,
levofloxacina e aztreonam, na presenca dos mesmos inibidores utilizados (reserpina,

CCCP e PABN). Os resultados destes ensaios podem ser visualizados na Tabela 23.

Tabela 23. Concentragdo inibitéria minima do inibidor de efluxo x antibiéticos em

isolados imipenem resistentes ndo produtores de MBL

Redugdo positiva (>3 dilui¢des) na queda da CIM na presenga de inibidores de bombas de efluxo

isolados positivos / isolados imipenem resistentes

Fi(s)(I)lltz dc(l)(;s CCCP Reserpina PABN
LEV MEM ATM LEV MEM ATM LEV MEM ATM
A 0/13 1/13 0/13 0/13 0/13 0/13 4/13 0/13 0/13
C 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 0/5 2/5 0/5 1/5
D 0/2 0/2 0/2 0/2 072 072 2/2 0/2 0/2
Total 0/20 1/20 0/20 0/20 1/20 0/20 8/20 0/20 1/20

CCCP, carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; RES, reserpina; PAPN, phenyl-arginine-beta-naphthylamide; LEV,
levofloxacina; MEM, meropenem; ATM, aztreonam; A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras.

Uma queda da CIM na presenca de PABN foi confirmada em 40% (8/20)
isolados imipenem resistentes quando se utilizou levofloxacina como substrato.
Adicionalmente, um isolado apresentou um aumento na CIM para a combinacdo MEM /

CCCP, outro para MEM / reserpina e um terceiro isolado para ATM/PABN.

4.7. Detecgao de superexpressao de bombas de efluxo por PCR em Tempo Real

Na andlise da expressao dos sistemas MexAB-OprM e MexEF-OprN, descritos
previamente como  sistemas associados a resisténcia aos carbapenémicos
(AESCHLIMANN, 2003), avaliamos especificamente a expressdo dos genes mexA e

mexE nos 76 isolados imipenem resistentes.
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A andlise da expressdo dos genes codificadores de bombas de efluxo foi realizada
utilizando-se como metodologia a quantificagdo relativa. Todos os ensaios para eficiéncia
da reacdo foram realizados em triplicata, € em todos 0s casos, as curvas apresentaram
valor de coeficiente de correlagio (R* préximos a 0,99), inclinagdes da reta préximos a
-3,2 e eficiéncia (E) préximos de 1.

A superexpressao do efluxo foi avaliada de acordo com o aumento da transcricao
no minimo duas vezes para o gene mexA (QUALE et al., 2006; RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2009) e no minimo 10 vezes para o gene mexE (KOHLER et al.,
1999b), em comparagdo com a cepa controle Pa01.

Como observado na Tabela 24, a expressdo dos genes mexA e mexE foi
confirmada em 14/76 isolados imipenem resistentes (18%). Dentre esses isolados, 11/14
(79%) co-expressavam os sistemas MexAB-OprM e MexEF-OprN, sendo que 7/11
(64%) foram MBL negativos, 3/11 (27%) foram produtores de MBL do tipo SPM-1 e,
1/11 (9%) foi produtor de MBL do tipo VIM (Anexos 1, 3 e 4).

Tabela 24. Pesquisa de superexpressdo das bombas de efluxo MexAB-OprM e
MexEF-OprN, através de PCR em tempo real

Genes pesquisados por PCR em tempo real

1solados detectados / isolados pesquisados (%)

Fonte dos isolados mexA mexE
A 6/22 (27) 6/22 (27)
B 1/11 (9) 3/11 (27)
C 3/39 (8) 2/39 (5)
D 4/4 (100) 3/4 (75)
Total 14/76 (18) 14/76 (18)

A, B, C e D, centros hospitalares fornecedores de amostras

Uma andlise mais detalhada para validar a utilidade dos métodos fenotipicos
utilizados na triagem da presenca de bombas de efluxo pode ser deduzida a partir dos
resultados de expressdo dos genes mexA e mexE para os isolados imipenem resistentes

nao produtores de MBL (Tabela 25).
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Tabela 25. Caracteristicas fenotipicas e moleculares de 20 isolados imipenem resistentes MBL negativos

Isolado . Fonte de Ano  Cluster Perfis de resisténcia CIM Porina Disco Comb inadf) !Eﬂuxo CH,V[ Eﬂu{(o‘ PCR TI::EII;O 20 Resl\i/[sigfllcliizlil::fgfido
isolamento CAZ IPM MEM AK CIP IPM (kDa) Antibiético/Inibidor Antibiético/Inibidor mex Real mexA/mexE (IPM)

14 A 2004 1 S R I S S 32 - - - A E A E 26,1/91,47  PORINA /EFLUXO

7 A 2004 1 s R s S 8 16 - b CCCCCCEI,) ’é’é‘s'ili; g;s - AE - - PORINA
MEM / RES
20 A 2004 1 S R N N S 16 - LEV / CCCP, RES - A E A E  3,91/127,71 PORINA / EFLUXO
ATM / RES

39 A 2004 1 1 R R R R 16 - - LEV / PABN A - - PORINA
47 A 2004 NI s R s S 8 16 - MEM/ECCR, PODN. RES - AE - - PORINA
16 A 2004 v S R R R R 32 - - - A E - - PORINA
17 A 2004 v 1 R I S S 32 - ATM / RES - A E - - PORINA

12 A 2004 VI S R I S S 16 - - - A E A E  13,52/1341 PORINA /EFLUXO

73/84B D 2007 VII S R R N S 32 - - LEV / PABN A E A E  10,32/54,59 PORINA /EFLUXO
c916 D 2007 VIII S R R S R 32 46 - LEV / PABN A E A E 4,17/36,86 EFLUXO
49 A 2004 X S R S S S 8 - LEV /RES LEV / PABN - - - PORINA
8 A 2004 X S R S S S 32 - - MEM / CCCP A E - - PORINA

1 A 2004 X S R S N S 8 - MEM / CCCP, PABN, RES LEV / PABN A E A E  14,84/22,93 PORINA /EFLUXO
35 C 2004 XI R R R R 1 8 - IPM / PABN - A E - PORINA
6 A 2004 XII R R R S S 16 - - - A E - - PORINA
24 C 2004 X1V R R R R R 64 - - LEV / PABN A - - PORINA
25 C 2004 X1V R R R R R 32 - ATM / RES LEV /PABN A - - PORINA
27 C 2004 XV R R R S S 8 - LEV / CCCP, RES, PABN ATM / PABN A E - - PORINA
27 A 2004 XX S R R S R 32 46 MEM / RES LEV / PABN A E A E  7,66/15391 EFLUXO

6 C 2004  XXII R R R S S 64 47 MEM / CCCP, PABN, RES MEM / RES A E - -

CAZ, ceftazidima; IPM, imipenem; MEM, meropenem; AK; amicacina; CIP; ciprofloxacina; LEV, levofloxacina; CIM, concentrac¢ao inibitéria minima; CCCP, carbonyl

cyanide m-chlorophenyl-hydrazone; PABN, phenyl-arginine-beta-naphthylamide; RES, reserpina; (+) positivo / presente; (-) negativo / ausente; A, B, C e D, centros

hospitalares fornecedores de amostras.
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4.8. Avaliagdo da relacdo genética entre os isolados

Os perfis de similaridade genética foram analisados com auxilio do
programa BioNumerics e, empregando-se o coeficiente de DICE (1945), com uma
tolerancia de 3% e uma otimizacdo de 1%. Foram obtidos 24 clusters
(denominados I a XXIII) de acordo com o critério de analise baseado na

similaridade > que 90% (DOS ANJOS BORGES, et al., 2003).

Na Figura 11 € apresentado o dendrograma relacionando a diversidade
genética dos isolados provenientes de diversos centros médicos, periodo de
isolamento, fendtipos de resisténcia, presenga/auséncia de porinas, e presenca /

auséncia dos genes codificadores de MBL e metilases 16S RNAr.
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e 3 Fenoétipo de Resisténcia Porina Gengtipo de Resisténcia
. e s %Slmllnrul%ade 3 g Isolado Hospital Ano  Cluster CAZ IPM MEM AK CcIp (kDa) blay... RNAr 16S
: 14 A 2004 1 S R I S S - - -
| 7 A 2004 il S R S S N - r =
. 20 A 2000 I s R s s s - ! .
7 13 A 2004 I - R S S s . bla,,, .
: 39 A 2004 I I R R R R . : rmtD
40 A 2004 il S R R S S = blayy, =
47 A 2004 1II S R B B S - - -
16 A 2004 IV S R R R R . . rmtD
17 A 2004 v 1 R I S . - . -
43 A 2004 v S R I 3 R 47 bla, -
44 A 2004 v S R I S S 45 bla,, .
12 A 2004 v S R I S S - - -
46 A 2004 VI R R R R R 46 blag,, rmtD
73/84B D 2007 vl - R R S 5 - - -
9 L 2004 VI R R R R R : blag,, rmtD
10 c 2004 VI R R R R R - bla gy, rmtD
11 C 2004 VI R R R R R 46 blag,, rmtD
916 D 2007 VI S R R S R 46 - -
49 A 2004  IX S R S S S . - -
8 A 2004 IX S R S S S - - -
34 ¢ 2004 X R R R R R - bla,, rmtD
36 C 2004 X R R R R R - blaapy, rmtD
10 A 2004 X 1 R R 5 R - blay,, .
247 B 2006 X R R R s R - bla.., -
1 A 2004 X S R S S s - - -
12 B 2004 x R R R R R . blagy, rmtD
14 B 2004 X R R R R R - blag,, rmtD
35 t 2004 X1 R R R R I - - -
6 A 2004 XII R R R S S = = =
33/34 B 2006  XIII R R R R R - blacy, rmtD
39 B 2006 xIii R R R R R - bla... rmtD
111 B 2006  XIII R R R R R - b, rmtD
316 B 2006  XIII R R R R R 46 b rmtD
353 B 2006  XII R R R R R 47 blagpy, rmtD
477A B 2006 XII R R R R R 46 blagy, rmtD
477M B 2006  XIII R R R R R - blagy, rmtD
11 A 2004 XIII S R I S S - bla, -
24 c 2004 X1V R R R R R . - rmtD
25 c 2004  XIV R R R R R . . rmtD
4 . 2004 X1V R R R R R . blag,, rmtD
23 © 2004 XtV | R R R R R - bl rmtD
28 c 2004 X1V R R R R R - bla rmtD.
29 c 2004 X1V R R R R R » blag,,, rmtD
32 C 2004 X1V R R R R R . bla gy, rmtD
17 C 2004 X1V R R R R R 46 blag,, rmtD
30 A 2004 X1V R R 5 R R 45 blay, .
37 « 2004 N1V R R R R R 46 Bla. rmtD
44 c 2004 X1V R R R R R - blags rmtD
43 c 2004 X1V R R R R R - blag, rmtD
40 c 2004 X1V R R R R R - bla.., rmtD
41 c 2004 X1V R R R R R - bld_,. rmtD
1 C 2004 X1V R R R R R - Bla.,, rmtD
26 C 2004 X1V R R R R R - blag,,, rmtD
45 A 2004 X1V S R R S 5 47 bla,,, :
6999 D 2007 xiv - R R R R . Bla;, .
27 @ 2004 XV R R R S S : . =
18 c 2004  XVI R R R R R - bla,, rmtD
20 c 2004  XVI R R R R R - blag,,, rmtD
13 c 2004  XVI R R R R R 46 blag,, rmtD
N 19 r 2004  XVI R R R R R . bla,,, rmtD
30 C 2004 xvii R R S R R . blag,, rmtD
31 C 2004 xvii R R R R R . blagg,, rmtD
15 G 2004 XVII R R R R R ¢ blai rmtD
7084 D w9l XUl R R R S R 47 bla rmtD
| 38 C 2004 xviii R R R R R 46 blagp, rmtD
39 C 2000 vl R R R R R 46 blag,, rmtD
26 B 2006 xVill R R R R R . Bld rmtD
2 B 006 XVIL @ R R R R R - bla_,. rmtD
473 B 2006 xvii R R R R R - blag,, rmtD
16 C 2004 XIX R R R R R - blag,, rmtD
27 A 2004 XX S R R S R 46 - .
ol C 2004 xxi R R R R R 46 bla gy, rmtD
3 C 2004  XXI R R R R R 46 blagy, rmtD
5 . 2004  XXI R R R R R 47 blag,, rmtD
8 C 2004 XXII R R R R R 47 blag,, rmtD
6 € 2004 XXII R R R S S 47 - -

Figura 11: Perfis de similaridade genética, gerados por ERIC-PCR, com o auxilio do
programa BioNumerics e coeficiente de Dice, de 76 isolados imipenem resistentes de
Pseudomonas aeruginosa, relacionando os centros médicos, anos de isolamento,
fendtipos de resisténcia, presenga/auséncia de porinas e PCR investigativo para
presenca dos genes codificadores de MBL e metilases 16S RNAr.
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5 - DISCUSSAO

Atualmente, como relatado por intimeros estudos multicéntricos internacionais
(GOOSSENS, 2003), o perfil de sensibilidade antibacteriana de P. aeruginosa tém
mudado desfavoravelmente, comprometendo a terapéutica da infec¢do. Assim, elucidar
os mecanismos de resisténcia € de vital importancia para realizar um controle
epidemioldgico efetivo da disseminagdo deste tipo de isolado, contribuindo na
instauracdo de politicas de uso racional de antibacterianos. Por outro lado, para a
indastria farmacéutica, esta informagdo se traduz na pesquisa de novos agentes
antibacterianos que consigam ultrapassar estas barreiras de resisténcia, assim como para
procurar por novos alvos antibacterianos.

Especificamente, a resisténcia ao imipenem € uma urgéncia global, uma vez que
este antibidtico € considerado o tratamento de escolha para isolados multirresistentes.

Embora estudos mundiais tenham determinado os principais mecanismos de
resisténcia ao imipenem exibidos por P. aeruginosa, no Brasil os relatos sobre os
mesmos de resisténcia tém sido restritos a producdo de MBL. Mesmo com a ampla
disseminagdo dessas enzimas (principalmente SPM-1) nos diferentes Estados
brasileiros, e sua associagdo com elevadas taxas de morbidade e mortalidade, ndo ha
consenso em relacdo a instauracdo de um método que permita identificar a presenca
destas enzimas na rotina laboratorial.

Para piorar este quadro, atualmente tem sido descrita a emergéncia de isolados
produtores de metilases 16S RNAr, um novo mecanismo responsdvel pela resisténcia
aos aminoglicosideos (DOI & ARAKAWA, 2007).

Sem divida, a co-produ¢do de ambas as enzimas deve ser considerada uma
urgéncia clinica e epidemioldgica, considerando que esquemas terapéuticos contra

isolados de P. aeruginosa baseiam-se no uso de beta-lactamicos de amplo espectro e/ou
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aminoglicosideos como amicacina. Mesmo em casos de infec¢do por isolados
resistentes, a terapia se baseia na atividade sinérgica de ambos os tipos de antibidticos.

Em uma primeira etapa, caracterizamos a resisténcia ao imipenem em um
contexto quantitativo, através da determinacdo da CIM, na presenca e auséncia de
inibidores especificos de MBL. A seguir, a triagem para MBL foi investigada com mais
detalhes, usando o ensaio de sinergismo, similar ao padronizado para deteccdo de
ESBL, com a finalidade de avaliar um método econdmico e de facil execucdo e
interpretagcdo para a rotina laboratorial. A producao de metilases 16S RNAr, associada a
resisténcia aos aminoglicosideos foi também investigada, uma vez que isolados
imipenem resistentes apresentam co-resisténcia aos aminoglicosideos e sdo
considerados um problema de impacto mundial.

Finalmente, a contribuicdo da impermeabilidade associada com a perda da
porina OprD ou superexpressao dos sistemas de efluxo MexAB-OprM e MexEF-OprN
foi também avaliada.

Para este dltimo mecanismo, foi realizada uma triagem empregando-se o método
de disco combinado (avaliado pelo aumento do halo > 3 mm) e a CIM de substratos
antibidticos utilizando inibidores especificos (CCCP, reserpina e PABN. Como padrio-
ouro para a deteccdo de superexpressdao de bombas de efluxo, utilizamos a PCR em

tempo real.

5.1. Antibiograma qualitativo e quantitativo (CIM)

Inicialmente, o antibiograma dos isolados revelou fenétipos multirresistentes, os
quais exibiram um elevado percentual de resisténcia a antibidticos usados
rotineiramente nos esquemas terapéuticos para casos de infec¢do por P. aeruginosa
(IPM, CAZ, MEM, AK, CIP). Os isolados recuperados dos centros hospitalares

apresentaram um percentual de resisténcia elevado (Tabela 8). No caso do imipenem,
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esses resultados foram confirmados quantitativamente pela determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM), através da técnica de dilui¢do em &4gar, onde os
isolados de todos os centros estudados apresentaram uma CIMsy > 32 ug/mL, em
contraste com os isolados do Hospital A onde a CIMs5 foi de 16 pg/mL (Tabela 9). Para

todos os isolados os valores da CIM estiveram acima do limiar que estabelece a

resisténcia ao imipenem (CLSI, 2010).

5.2. Confirmacgao fenotipica da producdo de MBL

Os altos niveis de resisténcia ao imipenem, exibidos pelos isolados (CIMyy >
512pg/mL), foram sugestivos da expressao de um mecanismo enzimatico (WALSH et
al., 2005). Inversamente, niveis baixos de resisténcia, préximos ao limiar, foram
sugestivos da perda da permeabilidade da membrana (LIVERMORE, 2001).

Na triagem investigativa para avaliar a presenca de MBL, utilizando-se a
metodologia da determinagao da CIM para imipenem na presenca de EDTA, houve um
decréscimo > a 4 dilui¢des na CIM do imipenem (CIMgy > 512 pg/mL para CIMgyy= 16
pug/mL), indicando a producao de uma enzima MBL. Mais uma vez, os isolados do local
A foram excecdo, ndo exibindo alteragcao significativa na CIM do imipenem (CIMyy =
64 ng/mL) na presenca de EDTA (CIMgy = 16 pg/mL) (Tabela 10). Este fato sugere a
impermeabilidade como fendmeno de co-resisténcia (LIVERMORE, 2001), porém ¢é
importante mencionar que alguns estudos tém mostrado que a expressdo de enzimas
MBL, do tipo VIM, resultam em um baixo nivel de resisténcia ao imipenem, 0 que na
pratica clinica traz problemas na identificacdo laboratorial por métodos fenotipicos
(WALSH et al., 2005).

Partindo desses resultados, avaliamos o método de dupla difusdo do disco para

realizar a triagem de isolados produtores de MBL.
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ARAKAWA et al., 2000, estabeleceram um método conveniente de dupla
difusdo do disco para deteccao de isolados produtores de MBL, apontando o MPA como
agente quelante de maior sensibilidade, entre os inibidores de MBL utilizados (MAA,
EDTA, CuCl, e FeCl,), tendo CAZ como substrato. Posteriormente LEE er al., 2003,
através do teste de sinergismo com disco de EDTA, relataram que o EDTA em presenca
do substrato IPM apresentou maior sensibilidade para detec¢do de isolados produtores
de MBL, dado que foi corroborado por OH et al., 2003. MARCHIARO et al., 2005
também relataram que o EDTA em baixas concentragdes mostrou-se eficiente para
indicar a presenga de MBL, aumentando sua efic4cia na presenga dos substratos CAZ e
MEM. Nestes estudos, € importante mencionar que os isolados utilizados, eram
exclusivamente produtores de MBL do tipo VIM e IMP.

No presente trabalho, o teste de dupla difusdo do disco, utilizando MAA como
inibidor e CAZ como substrato, apresentou resultados positivos para uma maior
quantidade de isolados 61% (46/76) recuperados de todos os centros estudados (Tabela
11).

A fim de confirmar a metodologia fenotipica, os isolados foram submetidos a
PCR. Este estudo revelou uma positividade de 74% (56/76) para a presenga de genes
codificadores de MBL, predominando, na totalidade dos isolados estudados, a presenca

de blaspm.1 (62% - 47/76), frente a 12% (9/76) de positividade para blaypy-like, ndo

sendo detectado nenhum isolado positivo para blanp-like (Tabela 12).

5.3. Avaliagdo da sensibilidade e especificidade do método de dupla difusao do disco
para deteccao de MBL

Considerando os estudos anteriormente descritos, € com a finalidade de indicar o
melhor substrato e agente inibidor para identificacdo de isolados brasileiros de P.

aeruginosa produtores de MBL, os inibidores EDTA, MPA e MAA foram avaliados na
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presenca dos substratos IPM e CAZ, quanto a especificidade e sensibilidade, a fim de
determinar a melhor combinagdo inibidor-substrato a ser utilizada na triagem para a
producgdo de enzimas MBL.

Nos célculos da sensibilidade e especificidade (MAUSNER & BAHN, 1974), os
isolados positivos para genes MBL confirmados pelo PCR foram considerados como o
padrao-ouro de positividade para producao de MBL.

No ensaio de dupla difusdo do disco, a combinacdo MAA-CAZ mostrou maior
sensibilidade para deteccao de isolados produtores de MBL associada a enzima SPM-1
(89%), enquanto que a especificidade foi maior quando foram usadas as combinacdes
MAA-IPM e MPA-IPM (97%). Entretanto, a sensibilidade destas combinacdes foram
muito baixas (41% e 0% respectivamente) (Tabela 13). A especificidade da combinagao
MAA-CAZ foi de 86% quando a enzima detectada foi SPM-1. Assim para SPM-1 a
melhor combinacao resultou ser MAA-CAZ, deixando claro que o uso de mais de um
substrato na presen¢a de mais de um inibidor resulta no aumento de ambos os indices.

Este resultado se contrapde com estudos anteriormente descritos, revelando
como melhor inibidor o MPA (PICAO et al., 2008). E importante ressaltar que neste
estudo um ndmero reduzido de amostras foram avaliadas, e quase a totalidade dos
isolados identificados como MBL positivos carregaram o gene blaspy . Esta
informacdo € importante de ser considerada uma vez que SPM-1 € a principal MBL
produzida por isolados brasileiros de P. aeruginosa, enzima até o momento restrita ao
Brasil. Estudos recentes, com enfoque estrutural e bioquimico da enzima, t€ém mostrado
que SPM-1 tem um comportamento diferente de outras MBL, mostrando propriedades
hidroliticas totalmente diferentes (MURPHY et al., 2006, WALSH et al., 2005). Assim,
por um lado, o alto nivel de resisténcia ao imipenem observado nos isolados produtores

de SPM-1 (CIM > 256 pug/mL) (Anexo 1), e por outro lado, a maior sensibilidade ao
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inibidor MAA, confirmam as propriedades tnicas desta enzima quando comparada a
VIM e IMP.

Este estudo € o primeiro relato que caracteriza a melhor combinag¢do substrato-
inibidor para a identificacdo fenotipica de MBL tipo SPM-1, pelo método de dupla
difusdo do disco. Revisando a literatura, sé encontramos um dnico relato feito no Brasil,
avaliando um método de triagem para a deteccio de MBL (ANDRADE et al., 2007),
porém o estudo sé incluiu um tunico isolado produtor de SPM-1, e o método utilizado
foi o do disco combinado, onde 5 inibidores, incluindo os 3 relatados neste estudo,
foram adicionados diretamente sobre o disco contendo o antibidtico (CAZ e IPM)
observando-se mudangas em comparagao ao halo de inibi¢ao para os discos antibiéticos
sem adicdo do inibidor (ANDRADE et al., 2007).

Em relacdo aos isolados produtores de VIM, os resultados indicam que a melhor
combinacdo inibidor-substrato ¢ a EDTA/IPM (22%), enquanto a combinac¢ao de maior
especificidade foi MPA-IPM (99%). Como observado na Tabela 12 houve um
predominio de isolados produtores de MBL tipo VIM dentre os isolados do local A
(36% - 8/22). Observando a CIMy, deste grupo de isolados (Anexo 1) na presenca e
auséncia de EDTA € possivel observar que embora tenha havido uma queda na CIMg,
de 64 para 16 pg/mL, a enzima MBL do tipo VIM parece conferir um baixo nivel de
resisténcia detectdvel. O fato dos isolados exibirem uma CIMg, de 16 pg/mL na
presenca do EDTA permite deduzir que, mesmo na presenca de blaypy um outro
mecanismo, possivelmente associado a perda da porina OprD, possa ser o responsavel
pela resisténcia ao imipenem (WALSH et al., 2005; LIVERMORE, 2001).

O principal problema associado a esta CIMyg baixa € o resultado falso negativo
obtido pelo método da dupla difusdo do disco. De fato, isolados que foram VIM

positivos apresentaram um halo de inibi¢do para ceftazidima que visualmente poderia
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ser considerado como sensivel ou intermedidrio, dificultando a visualizacdo de zonas de
sinergismo entre os inibidores e o disco de CAZ.

Como relatado por outros autores, a expressao da enzima VIM pode ser tdao
baixa que mesmo no antibiograma os isolados mostram-se sensiveis, ou com
sensibilidade intermedidria ao imipenem (WALSH et al., 2005; GIAKKOUPI et al.,
2005; FRANKLIN et al., 2006).

Em resumo, podemos sugerir que a melhor combinag¢do inibidor-substrato
envolve MAA e CAZ, pois apresentam boa sensibilidade e especificidade, sendo
convenientes para triagem de rotina, uma vez que a andlise por reagao de polimerase em
cadeia (PCR) e mesmo a metodologia do E-Test (AB Biodisk, Solna, Suécia) tem seu
uso limitado em decorréncia de seu custo elevado para um laboratério de rotina

microbioldgica do Brasil.

5.4.Avaliacdo da presenca de genes codificadores de mMetilases 16S RNAr

Uma vez que a metilacio do RNA ribossomal (RNAr) 16S tem sido relatada
como um novo mecanismo de resisténcia contra aminoglicosideos entre os patégenos
Gram-negativos, incluindo Pseudomonas aeruginosa isolada no Brasil (DOl &
ARAKAWA, 2007; DOI et al., 2007a; DOI et al., 2007b; LINCOPAN et al., 2010),
resolvemos investigar a presenga dos genes codificadores dessas enzimas. Isso porque a
presenca dessas enzimas confere alto nivel de resisténcia a todos os aminoglicosideos
comumente utilizados no tratamento destas infeccoes.

Com relacdo a esquemas terapéuticos usando aminoglicosideos, a monoterapia
com esses antibidticos, como amicacina e gentamicina, raramente € utilizada. Alguns
protocolos recomendam no tratamento de infeccdes graves por Pseudomonas
aeruginosa, principalmente no caso de bacteremia, a utilizacio combinada de beta-

lactamicos e aminoglicosideos para minimizar os riscos de falha no tratamento devido a
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resisténcia (SAFDAR et al., 2004). Porém, no Brasil, para ambos antibidticos os indices
de resisténcia tém aumentado drasticamente nos ultimos anos (Tabela 1), existindo
relatos de isolados capazes de co-produzirem enzimas beta-lactamases de amplo
espectro ou metalo-beta-lactamases (MBL), juntamente com a producdo de metilases,
contribuindo para o aparecimento de isolados multirresistentes (DOI & ARAKAWA,
2007; DOI et al., 2007a; DOI et al., 2007b). A emergéncia de isolados com essas
caracteristicas ocasiona um grande impacto clinico tendo em vista a escassez de terapias
efetivas no tratamento de infec¢des por este patdgeno.

Do total dos isolados analisados (n= 76), 66% carregavam o gene rmtD e destes,
61% apresentavam tanto o gene rmtD como o gene blaspy.; (Tabela 14). Esses
resultados confirmam a disseminagdo de isolados co-produtores de RmtD e MBL
(SPM-1) nos centros estudados, o que pode explicar os altos indices de resisténcia a
aminoglicosideos e carbapenémicos relatados na literatura (DOl & ARAKAWA, 2007;
DOI et al., 2007a; DOI et al., 2007b) e observados também em nosso trabalho, uma vez
que 98% dos isolados co-produtores das enzimas RmtD e MBL SPM-1 apresentaram
além de resisténcia ao imipenem, resisténcia a amicacina (Tabela 15).

E interessante destacar o fato de que muitos isolados imipenem resistentes
apresentam uma resisténcia cruzada para outras classes de antibidticos, como por
exemplo, quinolonas. Por outro lado, tem sido documentado o desenvolvimento de
resisténcia ao imipenem durante a infeccdo e apds a instauracdo de terapias
antibacterianas (PEREIRA et al., 2008). Assim, € possivel lancar hipéteses sobre
mecanismos mais abrangentes, principalmente relacionados a produg¢do enzimdtica e
impermeabilidade da membrana, que podem conferir a multipla resisténcia. De fato,

estudos recentes t€m descrito a co-producdo de metilases em isolados produtores de

MBL do tipo SPM-1 (DOI et al., 2007a), o que tem contribuido para a extensdo da
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resisténcia aos aminoglicosideos, tornando invidvel o uso de um esquema terapéutico
sinérgico baseado na associacdo de um beta-lactdmico com um aminoglicosideo, pratica
habitual em hospitais (DOI & ARAKAWA, 2007).

Embora tenha sido sugerida a existéncia de uma elevada incidéncia de isolados
co-produtores de SPM-1 e metilases do tipo RmtD (DOI et al., 2007a), no Brasil isto
tem sido questionado devido a falta de estudos que englobem uma maior diversidade de
hospitais e centros médicos (CASTANHEIRA et al., 2008). Assim, nosso trabalho
também foi direcionado a investigacdo da co-producdio SPM-1/RmtD e sua
variabilidade clonal. Como observado na Figura 11, a co-producdo de SPM-1/RmtD ¢é
um fendétipo predominante em isolados imipenem resistentes; sem uma origem clonal
comum, mesmo de um centro hospitalar comum, e embora pouco freqiiente, existem

isolados que carregam s6 um determinante genético (i.e., ou rmtD ou blaspy.1).

5.5. Porina OprD
5.5.1. Investigacdo fenotipica da produgdo de porina OprD

De um total de 76 isolados estudados, 13 (17%) destes apresentaram a banda
correspondente a proteina OprD, de massa molecular correspondente a ~ 46 kDa, 2
isolados (3%) apresentaram a porina de ~ 45 kDa e 7 isolados (9%) ~ 47 kDa (Tabelas
16 e 17). Inicialmente, partirifamos da andlise apenas das proteinas com ~ 46 kDa, mas
dados da literatura indicaram que existem homodlogos da proteina OprD, o que pode
gerar produtos de expressdo de tamanhos diferenciados (TAMBER et al., 2006;
TAMBER & HANCOCK, 2006), assim como existem citacdes de porina OprD de até
54 kDa por alguns autores (LIVERMORE, 1992). Partindo dessa premissa, adotamos a
faixa de 45 a 47 kDa para considerar os isolados com presenca de porinas. Essas
proteinas foram observadas tanto em isolados MBL positivos quanto em MBL

negativos (Tabelas 16 e 17).
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Frente a esses resultados, é interessante notar na Tabela 16, que a maioria dos
isolados MBL positivos ndo possuia porina (66%). Tais dados levam a crer que estes
isolados apresentam uma sinergia entre os mecanismos de resisténcia relacionados a
impermeabilidade e expressao de metaloenzimas.

No que diz respeito aos isolados MBL negativos (Tabela 17), a taxa de auséncia
de porinas foi marcante (85%), confirmando o mecanismo de impermeabilidade
relacionado a resisténcia ao imipenem.

Por outro lado, a deteccdo da presenca de porinas em 15% dos isolados MBL
negativos sugere um terceiro mecanismo de resisténcia, possivelmente relacionado a
superexpressio das bombas de efluxo, como ja descrito na literatura (KOHLER et al,
1999a).

A delecao de porinas OprD em P. aeruginosa, tem sido associada com a
resisténcia exclusiva para imipenem (FUNG-TOMC et al., 1995; HUANG &
HANCOCK, 1996; LIVERMORE, 2001; NIKAIDO et al., 1991; YONEYAMA et al.,
1992; YONEYAMA et al., 1995; YONEYAMA & NAKAE, 1993;YOSHIHARA et al.,
1996), porém nado existe um consenso sobre a caracterizacdo desta proteina com um
determinado peso molecular. Assim, podemos encontrar relatos da auséncia de proteinas
de 42 até 54 kDa (MULLER-PREMRU & LEJKO-ZUPANC, 2002; YOSHIHARA et
al, 1996; UNCHALEE TATTAWASART et al., 2000; NIKAIDO et al., 1991; FUNG-
TOMC et al., 1995) com fendétipos imipenem resistentes.

A auséncia de proteinas compativeis com os pesos moleculares acima citados

tem sido atribuida a presenca de seqiiéncias de insercao (WOLTER et al., 2004).

5.5.2. Investigacdo da presenca do gene codificador de porina OprD
A presenca do gene oprD regido 554/2139, conforme seqii€ncia obtida no

GenBank (accession no. X63152.1IPAOPRD Pseudomonas aeruginosa oprD gene) foi
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confirmada em 87% (66/76) dos isolados imipenem resistentes por meio da
amplificacdo pela técnica de PCR (Tabela 19).

A presencga de seqiiéncias de inser¢ao foi sugerida em dez isolados negativos
para essa primeira andlise, uma vez que a literatura descreve a resisténcia ao imipenem
associada a alteracdes na porina OprD envolvendo trés diferentes fendmenos (PIRNAY
et al.,2002; WOLTER et al., 2004), tais como:

1. Alteragdes na transcricdo do gene ou em genes reguladores da transcri¢ao

2. Mutacdes no gene estrutural produzindo stop codon

3. Seqiiéncias de inser¢do alojadas dentro do gene estrutural

Diante dos resultados negativos para a amplificagdo do gene oprD regidao
554/2139 , suspeitamos que o evento mais provavel seria a presencga de seqii€ncias de
insercdo dentro do gene estrutural, o que resultaria em fragmentos de tamanho maior
(EVANS & SEGAL, 2007). Para comprovar essa teoria, foram utilizados primers para
detectar fragmentos localizados dentro da regido 554/2139 (Figura 3). Nove isolados
amplificaram um fragmento correspondente a 262 bp referente a regido 1877/2139
(Figura 8) e o isolado que ndo amplificou essa regido indicou a presenca de fragmentos
da regido 1877/1948 correspondente a 71 bp (Figura 9). Esses dados indicaram a
presenca de seqiiéncias de inser¢do na regido anterior a 1877 bp e também na regido
entre 1877 e 1948 bp, confirmando dados da literatura mencionando seqiiéncias de
inser¢do em diferentes localizacdes do gene oprD (WOLTER et al., 2004).

Uma vez que resultados negativos para a amplificacdo do gene foram
observados em alguns isolados imipenem resistentes, pode-se supor que o evento mais
provavel foi a inser¢dao de seqiiéncias dentro do gene estrutural, o que resultaria na
producdo de fragmentos de tamanho maior (i. e., 2400 bp) (EVANS & SEGAL, 2007).

Assim, a condi¢do padronizada para PCR a fim de detectar fragmentos de
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aproximadamente 1500 bp ndo seria apropriada para amplificar fragmentos maiores.
Menos provavel seria a existéncia de mutacdo especificamente do sitio de pareamento
do primer e, como relatado, 10 isolados (todos SPM-1 negativos e trés produtores de
VIM) nao amplificaram com primers descritos na literatura (localizados na regido
cromossdmica entre 554/2139), para caracterizar genes do tipo oprD (Tabela 18).

Como observado na Figura 3, os primers anteriormente utilizados amplificaram
ou uma regiao upstream até proximo ao stop codon do gene oprD (regido 1877/2139),
ou uma regiao downstream até anterior do stop codon (regido 1877/1948). Assim, para
elucidar a presenca e localizacdo de uma suposta seqiiéncia de insercao (SI), foram
desenhados dois novos pares de primers, um para amplificar o gene oprD integro
(736/2067), e outro para amplificar uma regido inicial (start codon até uma regiao
intermedidria do gene oprD - 736/1394). Como observado na Tabela 18, todos os
isolados (incluindo aqueles dez anteriormente nao caracterizados pela PCR) tiveram um
fragmento de 1332 bp amplificado, compativel com o tamanho do gene integro. Porém,
utilizando o par de primers correspondente a 659 bp, sete isolados, incluindo dois dos
dez previamente PCR negativos, ndo apresentaram a amplificacdo do produto esperado
(Tabela 18). Estes resultados sdo compativeis com dois fendmenos genéticos: 1) os dez
isolados imipenem resistentes blaspy.; negativos (nove dos quais ndo apresentaram
proteina OprD no SDS-PAGE), apresentam uma alteracao na regido upstream do gene,
muito provavelmente na regido promotora; ii) em nove isolados imipenem resistentes,
incluindo os 3/10 isolados com suspeita de SI, a auséncia de um produto de
amplificacdo com o uso do primer 736/1394 pode ser explicada pela presenca de
polimorfismos ou mutacdes dentro do gene oprD, uma vez que estes isolados
amplificaram um fragmento de tamanho compativel com o gene integro quando usou-se

o primer 736/2067. Embora estes fendmenos sejam dignos de estudos mais profundos, a
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priori, a presenga de um possivel polimorfismo poderia explicar em parte esta falta de
consenso na literatura no que se refere ao tamanho exato de porinas OprD, as quais
como citado, aparecem no SDS-PAGE com tamanhos varidveis que vao desde os 42
kDa até os 54 kDa, sendo possivel a expressio de um outro tipo de porina OprD ou
mesmo a delecdo da prépria.

Em relacdo aos parametros presuntivos para a impermeabilidade associada a
auséncia de porina OprD, foi possivel observar que a concentracao inibitéria minima do
imipenem para estes isolados manteve-se entre 8 e 32 pg/mL com auséncia de queda da
CIM na presenca de EDTA (Tabela 18). Esses dados coincidiram com relatos
indicativos da resisténcia associada a impermeabilidade devido a auséncia ou baixa
expressao de porina OprD CLSI (2010) (NORDMANN & GUIBERT, 1998;
LIVERMORE, 2001). Ainda na Tabela 18, observamos a presenca de trés isolados
responsaveis pela producdo de metaloenzimas tipo VIM e seis isolados responsaveis
pela producdo de metaloenzimas tipo SPM-1. Os primeiros ndo apresentaram um
decréscimo > a 3 diluicdes na CIM do imipenem. Isso pode ser explicado pelo fato de
que a expressdo de metaloenzimas tipo VIM, como relatado em outros estudos, resultam
em um nivel baixo de resisténcia ao imipenem (WALSH et al., 2005), dificultando a
identificacdo da MBL através de métodos fenotipicos. Por outro lado, a presenca de
isolados SPM-1 positivos ndo apresentando a queda caracteristica na presenga de EDTA
pode ser explicada pela co-existéncia de dois mecanismos responsaveis pela resisténcia
ao imipenem: a impermeabilidade da membrana provocada pela auséncia de porina e a

expressao de enzimas, como podemos interpretar com auxilio da Tabela 20.

5.6. Investigacao fenotipica das bombas de efluxo
Na maioria dos isolados, incluindo os ndo produtores de MBL, a resisténcia

concomitante a imipenem e meropenem foi uma caracteristica em comum (Anexo 2).
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De fato, a ocorréncia de dois mecanismos atuando conjuntamente tém sido
documentada previamente (KOHLER et al., 1999a; MASEDA et al., 2000;
LIVERMORE, 2001), destacando-se a perda de porina OprD associada a
superexpressao de MexAB-OprM e/ou a produgdo de metaloenzimas.

Nos isolados coletados, a presenca da enzima SPM-1 foi uma caracteristica
predominante, o que foi um fator limitante para avaliar a contribucdo das bombas de
efluxo em um nimero maior de isolados.

Considerando a inexisténcia de dados nacionais sobre a contribuicdo dos
sistemas de bomba de efluxo na resisténcia aos antibacterianos em P. aeruginosa,
inicialmente realizamos a pesquisa dos genes associados a estes sistemas para verificar a
presenca intrinseca em isolados recuperados no Brasil. Nossa pesquisa foi direcionada a
identificacdo de genes codificando as proteinas peripldsmicas das bombas de efluxo
(MexA e MexE). A estratégia de utilizar estes alvos foi baseada na natureza tripartite do
sistema de efluxo, no sentido de que para o funcionamento do sistema, a presenca da
proteina peripldsmica é fundamental, uma vez que fusiona as proteinas de membrana
externa com as de membrana interna. Assim, embora seja descrito que alguns genes
possam ser constitutivos, deve ser subentendido que nem sempre seja possivel encontrar
os trés genes codificadores das proteinas do sistema em uma mesma proporc¢ao. De fato,
recentemente tem sido descrita a promiscuidade da proteina MexB, indicando sua falta
de exclusividade para o sistema MexAB-OprM (WELCH et al., 2010, in press).

Os resultados da amplificagdo por PCR sdo sumarizados na Tabela 21. O gene
mexA teve uma alta incidéncia (92% - 70/76), denotando a sua natureza intrinseca em
isolados nacionais, confirmando relatos de outros paises (LI et al., 1995; NIKAIDO,
1994). Em relacdo ao gene codificador da proteina de membrana interna MexE, 82%

(62/76) dos isolados apresentaram amplificacdo para o mesmo. Assim, podemos inferir
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que muito provavelmente 92% dos isolados sejam capazes de expressar o sistema
MexAB-OprM e 82% podem expressar o sistema MexEF-OprN.

Posteriormente, considerando o alto nimero de isolados produtores de SPM-1, a
andlise fenotipica dos testes de triagem para bomba de efluxo foi baseada no estudo de
20/76 isolados imipenem resistentes, nao produtores de MBL. A andlise dos sistemas de
efluxo foi dividida em 2 partes: 1) avaliacio da metodologia do disco combinado e
determinagcdo da CIM na presenca de inibidores especificos e; 2) andlise da expressao
dos genes mexA e mexE por PCR em tempo real, sendo que a expressao foi avaliada nos
76 isolados imipenem resistentes.

Triagem fenotipica para deteccdo de bombas de efluxo
Metodologia do disco combinado e CIM na presenca de inibidores de efluxo

Baseado na inespecificidade das bombas, os substratos utilizados para a detec¢cao
de bombas de efluxo foram imipenem, meropenem, ciprofloxacina e levofloxacina e os
inibidores utilizados foram CCCP, reserpina ¢ PABN. Os inibidores e os substratos
foram escolhidos de acordo com relatos anteriores de métodos fenotipicos para
identificacdo de mecanismos de efluxo a partir da CIM, descritos por LOMOVSKAYA
et al., 2001 e DENNY et al., 2005. A acdo da reserpina, um alcaléide obtido de plantas,
tem sido associada com a interagdo direta com alguns aminoacidos (PIDDOCK, 2006) o
que resulta na inibicdo de proteinas de bombas de efluxo da familia RND (RICCI &
PIDDOCK, 2003). Os inibidores CCCP (LOMOVSKAYA et al., 2001) e PABN
(também denominado MC-207,110, o primeiro inibidor especifico para bombas de
efluxo do tipo RND descrito em P. aeruginosa) (UEDA et al., 2005) agem inibindo a
forca motriz de prétons, eliminando a fonte de energia necessdria para o funcionamento

da bomba de efluxo.
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5.7. Detecgao de superexpressao de bombas de efluxo por PCR em tempo real

Para realizar a deteccdo e quantificacdo relativa da expressdo de RNAm dos
genes especificos para bombas efluxo (mexA e mexE) de isolados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa, utilizamos a técnica de PCR em tempo real com SYBR
Green como fluoréforo.

De acordo com os resultados obtidos, ambos genes estudados (mexA e mexE),
apresentaram um percentual de 18% (14/76) (Tabela 24) na anélise por PCR em tempo
real, indicando assim, que ndo existe diferenca entre o predominio de um sistema ou

outro (MexAB-OprM ou MexEF-OprN).

Deteccdo de superexpressdo em MBL positivos

Quando avaliamos os isolados produtores de MBL do tipo SPM-1 (62% -
47/76), a andlise dos sistemas de efluxo por PCR em tempo real indicou a existéncia de
superexpressdo em 19% (9/47) dos isolados, sendo 33% (3/9) responsdveis pela
superexpressao concomitante dos dois sistemas estudados (MexAB-OprM e MexEF-
OprN) e 67% (6/9) responsaveis pela superexpressdo de apenas um ou outro sistema
(Anexos 1, 3 e 4). Esse baixo nimero de isolados (19%) sugere que o sistema de efluxo
ndo interfere no fenétipo da resisténcia ao imipenem para produtores de MBL do tipo
SPM-1. No caso de MBL do tipo VIM, apenas 1 isolado apresentou superexpressao de
efluxo mediada pelos dois sistemas (MexAB-OprM e MexEF-OprN), indicando que o
mecanismo de efluxo também ndo ocasionou influéncia considerdvel na resisténcia
(Anexo 1).

Resumindo, quando existe producdo de MBL, sejam dos tipos SPM-1 ou VIM,
0s mecanismos enzimdticos (responsdveis pela hidrdlise dos antibacterianos) sdo os

principais envolvidos na resisténcia ao imipenem, nao havendo relevancia da atuacdo de
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mecanismos de efluxo. Isso muito provavelmente ocorre devido as bombas nao
possuirem especificidade de substratos (AESCHLIMANN, 2003) e, quando existe
superexpressao nos isolados MBL positivos, € possivel que a atuagao das bombas seja

direcionada a outros antibidticos.

Deteccdo de superexpressdo em MBL negativos e correlacdo com os métodos de
triagem

No que diz respeito aos isolados MBL negativos, em 35% (7/20) dos isolados foi
documentada a superexpressao conjunta de ambos sistemas de efluxo (MexAB-OprM e
MexEF-OprN).

A superexpressdao dos sistemas MexAB-OprM e MexEF-OprN como tnico
mecanismo de resisténcia ao meropenem e ao imipenem foi confirmada em 10% (2/20)
dos isolados MBL negativos.

Fenotipicamente, ndao foi possivel identificar isolados que efetivamente
expressavam sistemas de efluxo. No caso do disco combinado 40% (8/20) dos isolados
apresentaram resultados falso-positivos em diferentes combinagdes inibidor-substrato
(Tabela 25) e 57% (4/7) dos isolados responsdveis pela superexpressio de efluxo
detectada por PCR em tempo real, apresentaram resultados falso-negativos. Em relagao a
CIM para triagem de efluxo, 35% (7/20) dos isolados, apresentaram falso-positivos e 43%
(3/7) apresentaram falso-negativos (Tabela 25). Além disso, um isolado utilizando o
efluxo provavelmente como tinico mecanismo de resisténcia ao imipenem (c916 - local
D), apresentou um resultado falso-positivo para 0 método do disco combinado (Tabela

25), confirmando a falta de sensibilidade dos métodos de triagem de bombas de efluxo.

Na andlise de superexpressdo dos genes mexA e mexE, os resultados nao

mostraram uma clara correlacio com os resultados obtidos a partir do teste do disco
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combinado e aumento da CIM de substratos antibiéticos na presenca de inibidores de
bomba de efluxo (Tabela 25), fato que pode ser explicado pela inespecificidade dos
substratos utilizados pelas bombas.

Em alguns casos, a superexpressdo de ambas as bombas nio correspondeu ao
perfil de sensibilidade demonstrado pelo antibidtico meropenem (Tabela 25). Neste
caso, existem relatos sobre a capacidade que MexEF-OprN possui para diminuir a
expressdo das bombas MexAB-OprM, pois parecem exercer uma atividade
corregulatéria sobre elas (MASEDA et al., 2000; POOLE et al., 1996b; POOLE et al.,
2000; SOBEL et al., 2003). Isso poderia explicar o fato de que, embora a maioria de
nossos isolados estivessem superexpressando as duas bombas, o nivel de expressdo para
MexEF-OprN geralmente era mais elevado do que MexAB-OprM (Tabela 25).

Em resumo, nossos dados indicam que os padroes de resisténcia aos
carbapenémicos ndao podem ser totalmente explicados pelos mecanismos de
impermeabilidade, confirmando o estudo de EL AMIN et al., 2005.

Com relacdo as bombas de efluxo, os isolados nacionais podem ter um
comportamento diferente do demonstrado em relatos internacionais, assim a
contribuicdo dos sistemas para P. aeruginosa no Brasil pode ser insignificante para

carbapenémicos (KRIENGKAUYKIAT, et al., 2005; TOHIDPUR et al., 2009).

5.8. Avaliagdo da relacdo genética entre os isolados

Os diversos mecanismos de resisténcia apresentados pelos isolados e as suas
possiveis interagdes nos levaram a questionar se existiria diversidade clonal de acordo
com o tipo de resisténcia verificada. Para tanto, foi realizada a tipagem por ERIC-PCR,
uma técnica de facil execucgdo, rdpida, cuja reprodutibilidade e poder discriminatdrio

tem sido compardvel com a técnica de PFGE na tipagem para P. aeruginosa
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(PELLEGRINO et al., 2002), incluindo produtores de SPM-1 (PELLEGRINO et al.,
2006; PELLEGRINO et al., 2008). Posteriormente foi construido o dendrograma com
andlise de clusters pelo coeficiente de DICE (1945).

Os isolados imipenem resistentes caracterizaram-se por apresentar resisténcia
adicional para ciprofloxacina e amicacina. Com relacdo a resisténcia para ceftazidima e
carbapenémicos, o principal mecanismo identificado foi a producao de MBL do tipo
SMP-1. Neste sentido, a presenca de isolados carregando o gene blaspy.; foi confirmada
nos 4 centros estudados. Surpreendentemente, diferentes clusters blaspy.; foram
encontrados nos centros estudados, sendo que em alguns centros houve a presencga de
mais de um cluster (i.e., hospital C = 10 clusters). O predominio de isolados produtores
de SPM-1 tem sido previamente relatado (MARTINS et al., 2007). Outros autores tém
publicado que a presenca de SPM-1 possui uma origem clonal (CIPRIANO et al., 2007;
CARVALHO et al., 2006). O trabalho realizado por CIPRIANO et al., 2007, envolveu
diferentes hospitais de Sao Luis, Maranhao no periodo entre 2000 e 2003. Um segundo
trabalho, realizado no Rio de Janeiro com amostras obtidas de um mesmo centro
médico, coletadas entre 1999 e 2001 também relata a presenca de isolados clonalmente
relacionados caracterizados por PFGE e técnicas de PCR que se mostraram equivalentes
quanto a discriminacao de clusters (PELLEGRINO et al., 2008). Entre marco e agosto
de 2002, foi realizado o primeiro trabalho que indicou a presenca de cepas endémicas
em diferentes hospitais brasileiros, envolvendo 5 estados (GALES et al., 2003). Em
contrapartida, o presente trabalho mostra uma variabilidade clonal em diferentes
hospitais de Sdo Paulo, o que poderia ser uma tendéncia nacional, se consideramos que
as amostras aqui estudadas correspondem a isolados recuperados durante 2004 - 2007.
No futuro, seria interessante realizar estudos com isolados mais recentes de diferentes

Estados para confirmar esta variabilidade clonal que poderia refletir na transferéncia
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horizontal do gene blaspy.;. Um outro ponto importante de mencionar, € que a primeira
cepa produtora de SPM-1 isolada no Brasil (48-1997 A) por TOLEMAN et al., 2002,
foi de fato agrupada dentro do cluster encontrado em 2 hospitais (cluster XIV), o qual
foi predominante no centro médico C.

Com relagdo a presenga da rRNA metilase RmtD, o gene codificador foi
encontrado em isolados co-produzindo SPM-1. Por outro lado, € interessante ressaltar
que o gene rmtD foi encontrado em 4 isolados blaspy.; negativos recuperados de dois
centros hospitalares (isolados 39A, 16A, 24C e 25C), sendo que os isolados do centro
médico C foram clonalmente relacionados. Independente da presenca ou auséncia do
gene blaspyy.1, todos os isolados carregando o gene rmtD foram resistentes a amicacina,
com excecdo do isolado 7084 (D), que foi sensivel a amicacina apesar de carregar este
gene. Trés isolados foram negativos para RNAr metilases, entretanto, todos foram
resistentes a amicacina. CASTANHEIRA et al., 2008, examinaram a presenca do gene
rmtD em isolados de P. aeruginosa epidemiologicamente ndo relacionadas,
provenientes de diferentes regides do Brasil. Esta publicacdo relatou uma baixa
incidéncia de rmtD (15,4%), enquanto que uma publicacdo prévia relatou uma
incidéncia de 51,0% (DOI et al., 2007b). Esta controvérsia tem sido explicada por
alguns fatores como: i) ambos estudos foram realizados com isolados recuperados em
locais e datas diferentes [de fato, no trabalho de CASTANHEIRA et al., 2008, os 26
isolados produtores de SPM-1 incluidos foram coletados em 2002, provenientes de 10
cidades brasileiras (9 estados), enquanto o estudo de DOI et al., 2007b, foi baseado em
isolados recuperados, entre 2005-2006, de um unico hospital tercidrio de Sdo Paulo]; ii)
as amostras de CASTANHEIRA et al., 2008, foram previamente selecionadas para
incluir isolados nao clonalmente relacionados, enquanto que no estudo de DOI et al.,

2007b, os isolados estudados pertenceram a um unico clone endémico que foi co-
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produtor de SPM-1 e RmtD. Um outro fato interessante é que DOI et al., 2007b,
encontraram isolados imipenem resistentes em grupos clonais diferentes que
produziram RmtD mas ndo SPM-1.

Nossos resultados  apresentam dados de isolados recuperados em
diferentes hospitais de Sao Paulo, e representam uma transicio dos
trabalhos representados por estes dois grupos de pesquisa mencionados, devido ao
encontro de alta incidéncia de RmtD nos isolados IPM/AK resistentes (98%)
clonalmente diferentes (Figura 11). Esta alta incidéncia foi associada a co-produgdo
de SPM-1, porém esta co-produ¢do ndao teve uma origem clonal comum.
Entretanto, 4/76 isolados carregaram somente o gene rmtD sugerindo uma
transferéncia independente de cada gene. Por outro lado, em 2/76 isolados IPM/AK
resistentes, s6 foi documentada a presenca do gene blaspy.; sugerindo outros
mecanismos de resisténcia. De fato, CARVALHO et al., 2006, relataram que 13
isolados de P. aeruginosa SPM-1 positivos, recuperados do Rio de Janeiro, carregavam
integrons de classe 1 (In/63) contendo os genes aacA4 e aadA7 responsaveis pela
resisténcia aos aminoglicosideos. Finalmente, o fato de que um isolado, aqui relatado
(7084 - centro D), carregando genes rmtD e blaspy; Seja resistente ao imipenem e
sensivel a amicacina, sugere que maiores estudos devem ser realizados para verificar a
real importancia do gene codificador da metilase RmtD. Seria necessario ainda
caracterizar a presenca dos genes aac (acetiltransferases), ant (nucleotidiltransferases) e
aph (fosfotransferases), em isolados produtores de SPM-1 que apresentem resisténcia
adicional aos aminoglicosideos (DAVIES & WRIGHT, 1997).

Em resumo, a convergéncia de multiplos mecanismos de resisténcia em P.
aeruginosa parece ser um evento favordvel para a selecdo de clones endémicos

multirresistentes disseminados na regido Sudeste do Brasil.
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6 - CONCLUSOES

1. Dentre os isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenem estudados (n=76, CIMs5
e CIMgy = 32 pg/mL e > 512 pg/mL, respectivamente) 82% apresentaram um fen6tipo
de multirresisténcia.

2. O principal mecanismo de resisténcia ao imipenem foi a producdo de MBL, detectada
em 74% dos isolados, e destes, 62% carregavam o gene blaspy.; € 12% carregavam o
gene blayy-like.

3. O método de dupla difusdo do disco identificou a produ¢dao de MBL em 61% dos
isolados. A combinacdo CAZ/MAA apresentou maior sensibilidade na deteccdo de
MBL associada a SPM-1 (89%), mostrando uma especificidade de 86%. Para melhorar
a sensibilidade e especificidade do método de triagem € necessario utilizar CAZ e IMP
como substratos e EDTA e MAA como inibidores.

4. A presenca do gene rmtD foi confirmada em 66% das amostras resistentes aos
aminoglicosideos, sendo que a presenca concomitante do gene rmtD e do gene blagpm.
foi confirmada em 61% dos isolados.

5. A delecdo da porina OprD foi observada em 71% dos isolados. Dentre os isolados
MBL positivos, 66% apresentaram auséncia desta porina e, dentre as amostras MBL
negativas, 85% ndo apresentaram OprD. Assim, para a resisténcia ao imipenem foi
confirmada a contribuicdo de dois mecanismos, mediados pela presenca de MBL e
auséncia de porina OprD.

6. Em 13% (10/76) isolados, a delecao da porina OprD esteve associada a presenca de
seqiiéncias de inser¢do (SI) em uma regido anterior ao gene oprD. Por outro lado, a
auséncia de amplificacdo da regido 736/1394 do gene oprD, em 11% (9/76) dos
isolados, sugeriu a presencga de polimorfismos.

7. O gene mexA esteve presente em 92% dos isolados, enquanto que o gene mexE
esteve presente em 82% dos isolados.

8. A triagem de bombas de efluxo por disco combinado e andlise da CIM na presenca de
reserpina, CCCP e PAPN, utilizando levofloxacina, meropenem, aztreonam, imipenem
ou levofloxacina, ndo teve correlagdo com a superexpressdo dos sistemas MexAB-
OprM e MexEF-OprN. Ambos os métodos careceram de especificidade e sensibilidade
quando comparados ao PCR em tempo real.

9. A superexpressdo dos sistemas mexA e mexE foi confirmada em 35% (7/20) isolados
MBL negativos, enquanto que 11% (6/56) isolados MBL positivos apresentaram
superexpressao do gene mexA ou mexE, sendo que 7% (4/56) isolados MBL positivos
superexpressaram ambos 0s genes.

10. A superexpressao dos sistemas MexAB-OprM e MexEF-OprN como unico
mecanismo de resisténcia ao meropenem e imipenem foi confirmada em 10% (2/20) dos
isolados MBL negativos.

11. Nos 76 isolados, a tipagem genotipica por ERIC-PCR, identificou a presenca de 24
clusters (considerando 90% de similaridade na anélise do dendrograma).

12. A convergéncia de multiplos mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa parece
ser um evento favordvel para a selecio de clones endémicos multirresistentes
disseminados na regido Sudeste do Brasil.
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ANEXOS

Anexo 1
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ANEXOS

Anexo 2
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ANEXOS

Anexo 3

Expressao relativa - mexA
o (-AACT)

C916 D

40C

26C

20C

NOOHDOO—
TOOOOOOOO

&
N
A=

25C |
24C
23C ]
22C |
21C ]

19C |
18C |

7084 D E=———=—=— 6,88

6999 D E=—m3,12
73/84b D 110,32
44 C =—==324
43C mo42
41C B 043

39C po0,20

38C 0,53
37C =146
36C = 1,10
35C ph0,17

34C = 1,16
32C E=—=238
31C k043
30C =—=24,05
29C =087
28C =081
27C =084

126,10

1 13,52

17,84

1 14,84
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Anexo 4

7084 D
€916 D
6999 D

73/84b D

44C
43C
41C
40cC
39C

Expressao relativa - mexE
o (-AACT)

==1925

=353
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=732
m 271
0,43
10,39
== 8,96
0,00
= 3,77
n0,73
p 0,72
0,31
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0,52
10,05
= 3,87
0,06
0,15
n122
0,00
0,02
10,03
0,29
0,44
0,28
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== 1040

0,35
1038

162,77

1 153,91

1 127,71

191,47
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