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Resumo

Introducao e objetivos A producédo de beta-lactamases de espectro arofiz8BLS)
tem sido restrita a espécies do géndebsiellaspp. eE. coli, sendo associada a altos
indices de resisténcia, morbidade e mortalidadea W@z que o0s determinantes
genéticos para ESBLs (gernasaessg) sdo mediados por plasmidios, a sua disseminagéo
para outras espécies de importancia médica € ayad@ uma urgéncia epidemioldgica.
Os genes que codificam para ESBLs sdo mais comeneecbntrados em membros da
familia Enterobacteriacegegporém, plasmideos, integrons, e sequéncias deawém
contribuido para o aumento da incidéncia de gbleesg_entre outras bactérias Gram-
negativas, incluindoPseudomonas aeruginasanfelizmente, uma das maiores
dificuldades associada a identificacdo precoce rdduygédo de ESBL em agentes de
infecc@o hospitalar com@seudomonas aeruginotam sido a padronizacdo de métodos
fenotipicos, os quais sdo afetados por resultadtso-hegativos, decorrentes de
mecanismos intrinsecos que mascaram a presengs dgstimas (i.e., producdo de
beta-lactamase AmpC de origem cromossdmica). Geptegstudo teve como objetivo
caracterizar feno e genotipicamente a producaoSfLE em isolados clinicos d&
aeruginosarecuperados de diferentes hospitais do Estadoade Paulo durante o
periodo de 2004-2008.

Materiais e métodos: 35 amostras d®. aeruginosaprovenientes de 4 diferentes
centros médicos de Sao Paulo, com perfil de res#téis cefalosporinas de terceira
geracgdo, foram submetidas a triagem fenotipicaparaducdo de ESBL na presenca e
auséncia de inibidores especificos (acido clavotam cloxacilina). A confirmacao
genotipica foi realizada por PCR e sequenciamearsandoiniciadorespara pesquisa
dos genedlactx.m, blatem, blasyy, blaoxa, blaper € blages € para o mapeamento de
integron Classe 1. A diversidade genética das @masofoi realizada com auxilio do
meétodo de ERIC PCR e o indice de similaridade &adcuempregando-se o coeficiente
de Dice.

Resultados e conclusaoOs métodos fenotipicos identificaram 3 cepas pfoyds de
ESBL, porém, a presenca dos geblegrx-w € blaoxa-10 foi confirmada em 9 (33%) e 2
(7%) cepas deP. aeruginosa respectivamente, recuperadas em 3 centros. O
mapeamento e seqienciamento do integron classeohteado revelou que duas cepas
carregam 2 diferentes integrons classe 1 com gblaesx.m-2, aacG e aadA6 de
resisténcia para as cefalosporinas de terceirac@era para aminoglicosideos. A
transferéncia horizontal dos gerdagsg. ndo foi confirmada por transformacéo. Este
estudo descreve que o aparecimento e dissemina;d@ertesblactx.v em isolados
clinicos deP. aeruginosano Brasil teve sua origem a partir de 2005. Uma oae
ESBLs do tipo CTX-M tém sido amplamente descritas Enterobactérias, a
identificacdo destes genes em isolado?daeruginosaé alarmante e mostra que a
mobilizacdo horizontal do gendactx.v entre diferentes géneros e espécies é uma
realidade no Brasil. Os genes que conferem resistés metilases 16s RNAr nao
estavam relacionados a cepaR¥®udomonas aeruginosarodutores da enzima ESBL
isoladas nas amostras de S&o Paulo. As cefsedelomonas aeruginosdo presente
estudo mostraram Vvarios elementos de mobilizag@meticos, como integrons e
sequéncias de insercdo, que podem estar pantiiipaa disseminacado de resisténcia
aos antibioticos beta- lactdmicos de amplo espectr

Palavras-chave:Pseudomonas aeruginos&SBL, metilases,resisténcia, antibidticos



Abstract
Prevalence of Extended-spectrgractamaseand 16S rRNA methylases in clinical
isolates of multidrug-resistafseudomonas aeruginosacovered from differents
hospitals in Sdo Paulo

Introduction and aim: The production of extended-spectrum beta-lactam#E&BLS)
has been restricted ebsiellaspp. andEscherichia coli being associated with high
rates of resistance, morbidity and mortality. Simganetic determinants for ESBLs
(blaESBL genes) are mediated by plasmids, the spreaathier medical important
species is considered an epidemiological urgentyes& genes encoding ESBLs are
commonly found in members of tlienterobacteriaceadowever, plasmids, integrons,
and insertion sequences have contributed to thease in the incidence bfaESBL
genes among other gram-negative bacteria, includtsgudomonas aeruginasa
Unfortunately, one of the biggest difficulties asisted with the early identification of
the production of ESBL in hosocomial agent$?’asudomonas aeruginosas been the
standardization of phenotypic methods, which afectdd by false-negative results
stemming from intrinsic mechanisms which can mdsk firesence of these enzymes
(i.e., production of chromosomal beta-lactamase @m@he aim of this study is to
characterize phenotypical and genotypical ESBLdpetion in clinical isolates oP.
aeruginosarecovered in different hospitals in Sdo Paulo riyithe period of 2004 to
2008.

Materials and methods: 35 P .aeruginosa isolates intermediately resistant orstast

to third generation cephalosporin were phenotypicahalyzed for the presence of
ESBL with and without inhibitors (clavulanic acidnd cloxacilin).Genotipic
confirmation with specific primers fdvlactx-m,blarem,blasnyv,blaoxa,blaper andblages
and the characterization of the genetic environmnoébtacrx. was performed by PCR
and DNA sequencing.The random amplified polymonphiBNA technique with primer
ERIC-2 was carried out for the isolates genotymnd the similarity index calculated
with coefficient of Dice.

Results and conclusionthe phenotypic methods identified 3 ESBL prodgcstrains,
however, the presence of gen#aCTX-M and blaOXA-10 has been confirmed in 9
(33%) and 2 (7%) strains &f. aeruginosarespectively, from 3 medical centers. The
mapping and sequencing of integron class 1 redledlat two strains harbored two
different class 1 integrons withaadA6like , aac6é gene anblactx-v-2-like genes
conferring resistance to aminoglicosydes and tlgemheration cephalosporins. The
blaESBL horizontal transferation has not been caordnl by transformation. This
study describes that the emergence and spreacheslgaCTX-M in clinical isolates of

P. aeruginosan Brazil had its origin from 2005. Since CTX-Mpty ESBLs have been
widely described inEnterobacteriacegethe identification of these genes irP.
aeruginosais alarming and shows that tb&aCTX-M horizontal mobilization among
different genus and species is a reality in Brazie genes that confer resistance to 16s
RNAr methylases are not related to ESBL posifdseudomonas aeruginosstrains in
samples of Sdo Paulo. THeseudomonas aeruginosarains of this study showed
several genetic mobilization elements, such agiotes and insertion sequences, which
may be participating in the spread of resistanderdad spectrum betalactams.

Keywords: Pseudomonas aeruginos&SBL, methylases, resistance, antibiotics
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1) INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginos& um bacilo Gram negativo ndo fermentador da
glicose que pode ser isolado do solo, da agua,piagas e mesmo dos animais
(Trabulsi, 2008). Este microrganismo € versatilideva sua baixa necessidade de
nutrientes para o crescimento, sua tolerancia aséme de condicdes fisicas adversas,
sua resisténcia a agentes antimicrobianos e desitds de uso habitual (Youeg al,

1984).

Considerado oportunista, raramente é causa dec#s comunitarias em
individuos saudaveis, porém é um dos principaisitagede infeccdo em individuos
com defesas diminuidas, prevalecendo nas infec¢@spitalares. As infeccoes
causadas poP. aeruginosapodem variar desde infeccbes superficiais da pele
septicemia gravgpodendo causar infeccdo aguda pela producdo deatori infeccao
cronica pela acdo da camada espessa que consgta bfilme, e ainda, pode resultar
no somatoério dos tipos de infeccdo pela acéo conaota desses componentes.

Epidemiologicamente, no Brasil, entre os anos d&32€ 2008 Pseudomonas
aeruginosafoi a causa mais frequente de infeccbes do tregpinatorio, a segunda
causa mais frequente de infec¢des urinarias egdéscde ferida cirdrgica e o quinto
patdgeno mais comum em infec¢des da corrente segy(Pfalleret al, 1998; Sadeet

al, 2004, Andradet al, 2008).

A importancia clinica dé®. aeruginosaesta baseada na sua erradicacao dificil
desde processos infecciosos e continuos fracamspetticos (Yonedet al, 2005). A
espécie citada possui resisténcia natural as divariasses de antibidticos e possui a

habilidade de adquirir resisténcia cujos, mecanssuh® resisténcia sdo expressos de



forma individual ou combinada. As opcoOes terapéstjgara o tratamento das infecgbes
causadas por este microrganismo sao, portantdadas e incluem os beta-lactamicos
como penicilinas com atividade antipseudomonasylagborinas de amplo espectro,
aztreonam, carbapenens, fluoroquinolonas e amaugjtieos (Carmeét al, 1999; Doi

et al, 2006; Bassettet al, 2008). Infelizmente, o amplo uso destes compotdns
selecionado um alto indice de resisténcia. O graigbroblema tem sido o constante
aparecimento de cepas multirresistentes (MRS)inmAsstratamento de escolha tem se
baseado na atividade sinérgica da combinacao alitiosigleo/beta-lactamico, porém,
no Brasil, os indices de resisténcia para ambosbi@intos tém aumentado
drasticamente nos ultimos anos, conforme mostrad@sudos multicéntricos, sejam

do SENTRY, MISTYC, ou grupos de pesquisas indepatedgTabela 1).

Tabela 1.indice de resisténcia eRseudomonas aerugino&ladas no Brasil

Resisténcia (%)

SENTRY Galesetal., Barthetal, Pellegrino Zavasckiet MYSTIC  SENTRY

Antibi6ticos BRASIL 2001 2001 etal,2002 al.,2004 BRASIL BRASIL
Saderet al, Kiffer et al Andradeet
2001 2005 al, 2008
Ceftazidima 34,3 37,4 40,5 36,5 48,7 36,0 30,9
Imipenem 30,2 28,0 30,2 38,3 58,9 36,6 26,3
Amicacina 30,5 29,9 37,9 35,6 57,6 33,8 28,7
Gentamicina 37,7 41,6 44,4 48,0 - 44,3 -




1.1 - Betalactamases de amplo espectro éteeudomonas aeruginosa

Diferentes mecanismos de resisténcia aos betadaid sdo descritos em
Pseudomonas aeruginasperda ou expressdo reduzida de proteinas de ramenbr
externa, conhecidas como porinas; hiperexpresséombas de efluxo; alteracbes nas
proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs) e pramldedbeta-lactamases intrinsecas e/ou

adquiridas (Poirett al, 2000).

Na clinica, durante as ultimas décadas, houve aiongenuso de cefalosporinas
de ultima geracgdo para o tratamento de infeccoggitatares e este acontecimento vem
sendo acompanhado pelo aparecimento de amostraBsele@domonas aeruginosa
produtoras de beta-lactamases de amplo espectroecidas como ESBLs (Carmeli
al, 1998; Carmelet al, 1999; Castanheirat al, 2004; ). Amostras produtoras destas
enzimas sdo resistentes as cefalosporinas de aesplectro, como a ceftazidima,
cefotaxima, ceftriaxona e a outros agentes daelkdss beta-lactamicos (Carmetial,

1998; Carmelet al 1999)

As beta-lactamases sdo enzimas que hidrolisam ¢ Bet@-lactamico dos
antibioticos, desta maneira destroem o sitio atiwo antibiético e impedem sua
atividade. Caracterizam-se por sua capacidade ide oeterminados subgrupos de
beta-lactamicos e € por isso que algumas subdtaggies as denominam penicilinases,
cefalosporinases ou carbapenemases, dependendomda fde beta-lactamicos que
tenha maior suscetibilidade de ser atacada pelmangGale<et al, 2003; Lincoparet
al., 2005; Sadeet al, 2005). As ESBLs foram identificadas em membradainilia
Enterobacteriaceaelesde a década de 1980, e recentemente vém sesctdadeem
amostras dePseudomonas aeruginasas ESBLs encontradas em amostras de

Pseudomonas aeruginosd@o as da classe A de Ambler, TEM e SHYV, freqiecata



membros das enterobactérias; PER, provenientesigmimente da Turquia; VEB,
encontradas em amostras do sul da Asia; GES e ligDarios da Franca, Grécia e Sul
da Africa e a da classe D de Ambler, OXA (Nordnearal, 1998; Weldhageet al,
2003). Devido aos genes que codificam estas enzienas) sido encontrados em um
namero limitado de regides geograficas, acreditqeeeesses genes tenham um nicho

ecoldgico especifico (Waldhagenhal, 2003).

Estas enzimas sdo pouco relacionadas geneticamaor&n, compartilham
caracteristicas hidroliticas similares. Entre ,elsnais comumente encontrada em
Pseudomonas aeruginosaa enzima do tipo OXA. Diferentemente das enzioes
classe A, este tipo € fracamente inibido pelo aaithvulanico e é dificilmente
identificada em laboratorios clinicos por meiondétodos de deteccao fenotipica (Yan
et al, 2006). Embora, a presenca de ESBLs Rsrudomonas aeruginogsssa ser
inferida pelo perfil fenotipico de resisténcia dtasdima, a sua confirmacao por
meétodos convencionais de sinergismo, utilizandaiagulanato e cefalosporinas de
amplo espectro é afetada pelas caracteristicamsatas deste microrganismo (i.e.,
producdo da enzima codificada por gene cromossoniecopC) (Weldhageret al,
2003). Assim, quando ha suspeita de cepa prodd®rBSBL, técnicas moleculares
baseadas em PCR ou hibridacdo, poderiam ser mespregalas para confirmar o

diagnéstico.

1.2 — Producéo de metilases 16S RNAr eRseudomonas aeruginosa

Aminoglicosideos sdo produzidos por espécies daoaaicetos, as quais sao
intrinsecamente resistentes a estes metabdlitamd@dos produzidos. Assim como
para osp-lactamicos, a presenca de enzimas também podercordsisténcia aos
aminoglicosideos. Diferentemente ddslactamases, as enzimas que conferem

resisténcia aos aminoglicosideos agem modificandimigamente a estrutura do



antibiotico, antes que este se ligue ao seu alubu(édades do ribossomo). A
modificacdo enzimatica pode afetar tanto gruposnasnicomo hidroxilas mediante
processos deO-fosforilacdo por fosfotransferases (APH) dradenilagdo, por
nucleotidiltransferases (ANT) dependentes de ATIP ediante um processo te
acetilacdo por acetiltransferases (AAC) dependedéesicetii CoA. Deste grupo de
enzimas, denominadas AAC(6’), ANT(2"), e APH(38m sido as mais freqlientemente
descritas em isolados d& aeruginosaresistentes a antibiéticos como gentamicina,
tobramicina, amicacina e neomicina ([2bial, 2007).

Recentemente, foi descrito um novo mecanismo sistéacia associada com a
metilacdo sitio-especifia do RNA ribossémico 16®dmada por um novo grupo de
enzimas conhecidas como metilases 16S RNAr. éDal, 2007). Até ha pouco tempo
acreditava-se que este mecanismo de resisténciaexi@ba em espécies clinicas
relevantes, porém, em 2003 foram relatadas cepaBsdadomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniague produziam metilases 16S RNAr (Galimaetdal, 2003;
Yokoyama et al2003). Estas enzimas mostraram a capacidade dfericoum
extraordinario nivel de resisténcia a aminoglices&] utilizados na clinica tais como

amicacina, tobramicina e gentamicina (Bbal, 2007)

A monoterapia com aminoglicosideos como amicacigargamicina raramente
€ utilizada. Alguns protocolos recomendam para aiatnento de infeccdes por
Pseudomonas aeruginosa combinacdo de beta-lactamicos e aminoglicosigeos
minimizar os riscos de falha terapéutica devidareergéncia de resisténcia. Porém,
foram relatadas cepas capazes de co-produzirermamzbeta-lactamases de amplo
espectro ou metalo-beta-lactamases, juntamenteacpraducdo de metilases, ou seja,
contribuindo para um fendétipo multidroga-resiste(iiei, 2006; Lincoparet al., 2009).

A emergéncia de cepas com essas caracteristicasmegnande impacto clinico tendo



em vista a escassez de terapias efetivas no tratarde infec¢cdes causadas por este

patdgeno.

Em 2002, na Pol6nia, um gene que codificava unetilase 16S RNAr,
posteriormente designada como ArmA, foi depositemlmo parte da sequiéncia de um
plasmideo deCitrobacter freundii Em 2003, uma cepa resistente a aminoglicosideos
de Pseudomonas aerugino$ai isolada no Japao e descrita como produtonaetdase
16S RNAr. Esta nova enzima foi chamada de RmtA straea uma semelhanca de
35% com metilases 16S RNAr de varios actinomicetagerindo que 0s genes sao
adquiridos horizontalmente de microrganismos nédogémicos. Também no Japéao,
foram identificadas as enzimas RmtB &mwrratia marcescensuito relacionada a
RmtA, compartilhando 82% dos aminoacidos e RmtCusna amostra dé€roteus
mirabilis. A metilase 16S RNAr mais recentemente encontradaa f&mtD. Esta
enzima foi encontrada em uma amostra clinic®@seudomonas aeruginostd Brasil
que também produzia a metalo-beta-lactamase SPHkfa cepa era fortemente

resistente a carbepens assim como a aminoglicas{Déa 2006).

Todos os genes das metilases 16S RNAr até hojetdesestdo associados com
elementos genéticos moveis, como 0s transposonserdando a sua capacidade de
disseminacgédo horizontal intra e inter espéciesmAdé mais, estes microrganismos tém
mostrado uma alta capacidade de desenvolver mdesté mdultiplas classes de
antimicrobianos, especialmente pela aquisicdo des/genes codificadoras de beta-
lactamases. Estudos realizados em um hospital nsitév@o de Taiwan mostraram que
entre 35 isolados clinicos positivos para as nstdal6S RNAr ArmA e RmtB, 33
produziam também as beta-lactamases de amplo esgESBL) CTX-M ou SHV.
Observacdes semelhantes também foram feitas naiakodi@ Sul. Como citado

anteriormente, a primeira metilase 16S RNAr Rmt&xsadita no Brasil, foi identificada



em uma cepa déseudomonas aeruginosgue também produzia a metalo-beta-
lactamase SPM-1 (Dat al, 2006; Doiet al, 2007a; Doiet al, 2007b; Yamanet al,

2007;Yamanet al, 2008)

2.) Revisao da Literatura

2.1.Caracteristicas d&seudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginos& um bacilo Gram negativo ndo fermentador da
glicose, aerdbio estrito, ndo formador de esponseel que pode ser isolado do solo
da agua, das plantas e mesmo dos animais, inclomaderes humanos (Trabutsial,
2006). No ambiente hospitalar colonizam pias, toase solucfes anti-sépticas
(desinfetantes e de uso terapéutico) e equipameegmiratorios que lhe servem de
reservatorio devido a sua habilidade de sobrevpar periodos prolongados em
ambientes umidos (Iglewski, 1996; Moolemdral, 2000). Fatores como a habilidade
de utilizar uma grande variedade de substratosnmgg como fontes de carbono, a
habilidade de colonizar nichos ecologicos divergos, capacidade de sobreviver por
longos periodos em ambientes umidos contribuem gmar@aracteristicas apresentadas
pelas amostras d& aeruginosgPollack, 1984).

P. aeruginosaé facilmente reconhecida nos meios de isolamerii@gpo com
base na sua morfologia colonial caracteristicadlyigéo de pigmento e odor adocicado
semelhante ao de uvas. As colonias sdo geralmémaspe espalhadas com bordas
irregulares e brilho metalico. Podem apresentazese outras morfologias, incluindo

lisas, mucodides e anas (Blondel-Hitlal, 2007).



Esse microrganismo produz varias substancias aqenp contribuir para
aumentar a colonizagao e infecgéo do tecido hospedéma variedade de fatores de
viruléncia incluindo lipopolissacarideos (LPS), #xina A, leucocidina, alginato,
proteases, fosfolipases e varias outras enzimasimfaleP. aeruginosaa bactéria de
maior significAncia clinica entre os bacilos Graegativos ndo fermentadores de
glicose (Win, Jret al, 2006).

Conhecida ha muitos anos por ser causadora dec@®e cirirgicas e de
ferimentos graves, geralmente, considerada umansecundario ou oportunista e ndo
causa de infeccdes primarias em tecidos saudakeiaeruginosaem emergido como
um dos principais patégenos nosocomiais em imunpoometidos e pacientes
debilitados, bem como em pacientes com fibrosecaigPieret al, 2005). Os dados do
programa SENTRY mostraram que, no BraSllaeruginosafoi o patdogeno mais
freqiente em isolados de pneumonia hospitalar, gung® em infec¢cdes do trato
urinario e infec¢des de ferida cirdrgica e o sétpatbgeno mais freqiiente em infeccdes
da corrente sangiinea, nos hospitais avaliadosppetyama (Sadest al, 2001). Foi
considerado também o segundo patdgeno mais fregigentinfeccbes de pacientes
gueimados (Santucet al, 2003). A alta incidéncia d@. aeruginosgode ser atribuida
a diversas propriedades como a facil adaptacamrdigbes ambientais de nutricao,
temperatura e umidade, e a sua capacidade de recgbasmitir fatores de resisténcia

a antimicrobianos (Favest al, 1971).

2.2. Resisténcia aos Beta-lactamicosRsaudomonas aeruginosa

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos estt&ctérias Gram negativas
€ um exemplo notavel de como as bactérias podememan expressar novas
informacdes genéticas que conferem resisténciasaaua varias drogas (WALSet

al., 2005). A alta resisténcia d& aeruginosaaos antimicrobianos e desinfetantes,
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resultante de mecanismos intrinsecos e adquiridmsiou bastante limitada a
possibilidade de escolha de agentes efetivos paea estas infecgbes (Hancock, 1998).
Um grupo importante de antimicrobianos que atusimi@se da parede celular é o grupo
dos beta-lactamicos, que constituem uma familissulestancias caracterizadas pela
presenca de um grupamento quimico heterociclicdidea®a denominado anel
betalactamico, responsavel pela atividade antirhiara desses compostos (Livermore,
1995). Ao grupo dos betalactamicos pertencem daasrdhis importantes classes de
antibiéticos: as penicilinas e as cefalosporinastreE os Ultimos antibiticodeta-
lactamicos descritos destacam-se as cefamicinasarbapenémicos (Hancock, 1998).

Diferentes mecanismos de resisténcia aos betalmci sdo descritos em
Pseudomonas aerugingsa&como: perda ou expressao reduzida de proteinas de
membrana externa (porinas), alteracdo nas protdijedoras de penicilinas ( PBPs,
penicillin-binding proteins) , super expressdddenbas de efluxo, ou ainda, producéo
de enzimas beta-lactamases.

As proteinas de membrana externa dos microrgasis@mm-negativos,
também chamadas de porinas, sdo proteinas capaZesrthr canais constituidos de
agua no seu interior que permitem a difusdo deta®ltidrofilicos através da
membrana externa e a extrusdo de produtos ndaadié pela célula bacteriana
(Nikaido, 1994). A perda ou a diminuicdo da expiiesdos genes que codificam as
OMPs causam a reducdo da entrada de antibioticoscéhsla, diminuindo a
concentracdo interna do antimicrobiano, o que poal&ferir resisténcia aos beta-
lactamicos (Quinmt al, 1988).

As proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs) s@iboxipeptidases localizadas
na membrana citiplasmatica que atuam catalisandwarsspeptidacdo entre duas
subunidades de mureina na etapa de estruturacgoeepmtadioglicano, constituinte

essencial da parede celular bacteriana. (Seratt 1988). As PBPs séo os sitios-alvo
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para a atividade dos antimicrobianos da classe bats-lactamicos. Estes ligam-se
covalentemente as PBPs impedindo a formacdo dalgaelular e causando a lise
osmotica da célula. A resisténcia aos beta-lac@snidevido a alteracfes nas PBPs, é
mais comum em microrganismos Gram-positivos quéseam-negativos (Lincopan &
Mamizuka, 2007).

As bombas de efluxo sdo complexos enzimaticosetabrana que expulsam da
célula detergentes, as substancias anfipaticagpoderiam destruir a bactéria. Estes
sistemas ativos de expulsdo sao os responsavaisimglermeabilidade” a maioria dos
antibioticos (Liet al, 2000; Piddock, 2006). Os genes que codificanbamsbas de
efluxo sé@o constituintes normais do genoma bacere portanto, fornecem para o
microrganismo o potencial intrinseco de desenvoluer fenétipo de resisténcia aos
beta-lactamicos sem a aquisicdo de novos geneséhi@ret al, 2004). Esses sistemas
de efluxo contribuem para a resisténcia intrinsecadquirida dePseudomonas
aeruginosa através da extrusdo de varios antimicrobianos caetoaciclinas,
fluoroquinolonas, cloranfenicol, eritromicina e ddattamicos (Liet al, 1994). Alguns
desses sitemas conferem também resisténcia a cwwppsartenarios de amoénio e
desinfetantes (Nikaido, 1998). A energia para désdasporte € obtida através do
gradiente de protons presentes na membrana externa.

Dentre os diferentes mecanismos de resisténcia baba-lactdmicos em
Pseudomonas aeruginosa, producdo de enzima beta-lactamases é o0 mecanismo
prevalente e mais importante (Laraki al 1999). Penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenens podem ser hidroligemiosste grupo de enzimas, e a
interacdo entre essas enzimas e seus substratds resm compostos inativos que

permitem a sobrevida da célula bacteriana (Busbhl )20
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2.3.Producéo de Beta-lactamasesRmsaudomonas aeruginosa

Entre as amostras & aeruginosaa producao aumentada de AmpC, as ESBLs
e as metalo-beta-lactamases desempenham papéigtanips na resisténcia a
antimicrobianos utilizados para o tratamento dedpbes causadas por este agente.
(Jacobyet al, 2005).

Diferentes tipos de beta-lactamases foram descaténimeras tentativas de
estabelecer um sistema de classificacdo para estamas foram propostas ao longo
dos anos. Os sistemas mais utilizados hoje parssifitar estas enzimas beta-
lactamases séo os de Ambler e o de Bush.

Segundo o esquema de Ambler, as ESBLs podem didds em 4 classes
evolucionarias distintas: A) Beta-lactamases deedsp ampliado (ESBLS),
penicilinases e carbenicilinases; B) metalo-bettataases; C) cefalosporinases
cromossomais e; D) oxacilinases. As beta-lactam@bs e TEM- sdo pertencentes a
classe A, Ja as OXA- derivadas sdo pertencentdasaecD (oxacilinases). Ambas
classes possuem uma serina como seu principalucesatalitico, localizada no seu
sitio ativo. (Ambleret al, 1991).

O esquema de Bush classifica as enzimas segungerfib do substrato e
caracteristicas fisicas como peso molecular e pso&létrico. Neste, as ESBLs sao
divididas em dois subgrupos: 2be (TEM- e SHV-) e(@XA-). Em geral, estes dois
subgrupos séo inibidos pelo acido clavulanico (BaSB5).

No quadro 1 estdo apresentadas as caracteritio@enais e moleculares dos

principais grupos de beta-lactamases ( adaptadusie, 2001)
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2.4.Beta-lactamases de espectro ampliado - ESBL

As beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL&nm&mM em sua maioria a
classe A de AMBLER e estdo distribuidas no grupode® BUSH-JACOBY-
MEDEIROS. Sao inibidas pelo &cido clavulanico efemm resisténcia a diversas
cefalosporinas de amplo espectro. Desde o iniciaétada de 1980 essas enzimas
passaram a ser frequentemente identificadas em memba familia das
Enterobacteriaceas, no entanto apenas recenteaeBE8BLs vém sendo descritas em
amostras d@. aeruginosgMedeiros, 1997; Celenz al 2006; Picaet al 2009).

Primeiramente descritas na Alemanha e na Franca ergénerdlebsiella as
ESBLs existem em todas as regides do globo e disadmentre as enterobactérias e,
mais atualmente em membros do grupo dos néo feachemts. A enzima CTX-M é
hoje a mais encontrada em enterobactérias, engaargnzimas dos tipos PER e OXA
sdo mais comuns efseudomonas aeruginosa e Acinetobaci@p. Novas enzimas
estdo sendo descobertas e, por enquanto, estaermpap®ssuir um nicho, restrito a
apenas algumas regides do globo (Livermore, 199%shB 2001; Shah, 2002,

Rodriguez-Bano, 2004; Helfand, 2006).
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Quadro 1 - Caracteristicas dos principais grupos de betalaases

Classificacao de
BUSH -JACOBY-
MEDEIRQOS, 1995

Classificacdo de
AMBLER, 1989

Caracteristicas funcionais

Grupo Funcional

Classe Molecular

1 C Enzimas cromossdmicas e
plasmidiais dos Gram-negativas.
Isoladamente conferem resisténcia a
todos o0s beta-lactamicos, exceto
carbapenens. Nao séo inibidas pelo
acido clavulanico

2 A D Grande maioria das enzimas; inibidas
por acido clavulanico

2a A Penicilinases produzidas ppr
Staphylococcus spp. e Enterococgus
spp. Conferem altos niveis de
resisténcia as penicilinas

2b A Beta-lactamases de espectro reduzido
de bactérias Gram-negativas. Indui
TEM-1 e SHV-1

2be A Beta-lactamases de espectro ampliado
conferem resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectrg e
monobactamicos

2br A Beta-lactamases derivadas da TEM
resistentes ao inibidor de B-
lactamases (IRT)

2c A Enzimas que hidrolisam a
carbenicilina

2d D Enzimas que hidrolisam a cloxacilina
(oxacilina); pouco inibidas pelo acido
clavulénico

2e A Cefalosporinases inibidas pelo acido
clavulanico

2f A Enzimas que hidrolisam carbapenéns
com sitio ativo serina, inibidas pelo
acido clavulanico

3 B Metalo-beta-lactamases que conferem
resisténcia aos carbapenens e todgs os
outros beta-lactamicos, com excec¢ao
dos monobactamicos. N&o s@o
inibidas por acido clavulanico

4 N&o Determinada Enzimas ndo sequenciadas que nap se

encaixam em outros grupos

Adaptado de Bush, 2001
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A maioria das ESBLs sao derivadas das enzimas TEEW\é Existem mais de
150 tipos de enzimas derivadas da beta-lactamabt el'bais de 100 tipos derivadas
de SHV (http://www.lahey.org/studies/). Em ambegaupos de enzimas, algum ponto
de mutacdo no gene, leva a um fenotipo de espawetptiado ( Jaccoby, 1991; Bush

al, 1995).

2.4.1. Enzimas do tipo TEM

TEM-1 é a beta-lactamase mais encontrada nasriaac@ram-negativas. Mais
de 90% da resisténcia a ampicilina &ncoli é relacionada a producédo de TEM-1.
TEM-1 é capaz de hidrolizar penicilinas e cefalos@s de 1° geracdo. TEM-2, a
primeira derivada de TEM-1, difere da original pama simples substituicdo de
aminoacidos, porém, ndo capaz de alterar o perfdutbstrato. TEM-3 é conhecida por
ser a primeira beta-lactamase a apresentar o penB®BL. Nos anos posteriores, mais
de 90 enzimas derivadas de TEM foram descritas,amria com fenotipo ESBL
(Livermore, 1995; Braddford, 2001).

As combinacfes de substituicbes de aminoacido®coeem na enzima TEM,
resultam em alteracdes do fendtipo, como a haléidde hidrolisar oximino-
cefalosporinas especificas como ceftazidima e aefoln. (Mugnieret al 1996;
Marchandinret al, 2000).

Um estudo de vigilancia na Franca indica que meleo3% do total de isolados
de P.aeruginosasao produtores de beta-lactamases do tipo TEM (Vdgkhet al

2003, Braddforeet al, 2001)
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2.4.2. Enzimas do tipo SHV

As enzimas beta-lactamases do tipo SHV sdo mamit@nte encontradas em
Klebsiella pneumoniae esta ligada a mais de 20% da resisténcia a gimgienediada
por plasmideos encontrados nesta espécie. Em nuejpa@s dé.pneumoniago gene
blasny-1 esta integrado no cromossomo bacteriano. Enteafaa sido sugerido que o
gene que codifica SHV-1 possa existir como partardeelemento de transposicéo, isto
nunca foi provado. Diferente das enzimas do tipdATExistem poucos derivados das
enzimas do tipo SHV. A maioria das variantes SH¥ gossuem fendtipo ESBL é
caracterizada por uma substituicdo de uma sednarpa glicina na posicédo 238. Esta
substituicdo é critica para a eficiente hidroélisecdftazidima (Jacobst al, 1991; Poirel
et al, 2004; Braddforekt al, 2001).

As enzimas do tipo SHV foram identificadas em pacudsolados de
Pseudomonas aeruginasA SHV-2 foi encontrada na Franca e, SHV-5 e SHY-
foram encontradas na Tailandia. Estes isolados ,eem sua maioria, isolados
nosocomiais. (Naast al, 1999; Yanet al, 2001; Poirelet al, 2004). A analise das
sequéncias de DNA adjacente ao gene que codificd/-BHencontrado em
Pseudomonas aeruginosavelou sequencias idénticas aquelas encontradasine
plasmideo deKlebsiella pneumonigesugerindo que os genes que codificam estas
enzimas podem ser transferidos geneticamente de brmaem da familia
Enterobacteriaceae, para isoladosPdeudomonas aerugingsentretanto, esse evento
deve ocorrer com baixa freqiéncia, devido a poksiveompatibilidade para a

conjugacgéo e replicacéo plasmidial entre os difesegéneros (Naas al 1999)
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2.4.3. Enzima do tipo PER

O grupo PER de enzimas compreende as enzimas PERRL2 e PER 3. A
primeira enzima TEM-1 foi identificada na Turquian ecepas dePseudomonas
aeruginosa Estudos subsequentes mostraram dl&EPER-1 estava amplamente
disseminado na Turquia e foi identificado em vaigmados deAcinetobacter spp. e
Pseudomonas aeruginog®ahabogluet al, 1997). E possivel que a disseminacdo de
PER-1 esteja relacionada com a imigracdo de pegsoasnientes da Turquia para

outras regides do mundo. (Weldhageml 2003).

2.4.4.Enzimas do tipo GES

A enzima GES-1 foi inicialmente identificada dealamostra d&lebsiella
pneumoniaeisolada no ano de 1998 (Poirel et ai., 2000). Hs=a-lactamase foi
caracterizada de uma amostra coletada dpaciente proveniente da Guiana Francesa.
Posteriormente, GES-1 também foi encontrado em amastra deP. aeruginosa
isolada em outro hospital da Franca (Dubois e2802). No ano de 2002, um surto de
amostraskK. pneumoniaeprodutoras de GES-1 foi detectado em Lisboa, Baltu
(Duarte et ai., 2003). Vinte e quatro isolados pecados de diferentes sitios foram
identificados como produtores de GES-1, e o gene apdifica essa enzima foi

encontrado em plasmidios de diversos tamanhos.

A enzima GES-1 difere em dois aminoacidos da enzim@ominada IBC-1
caracterizada em amostras Eaterobacter cloacaasoladas na Grécia e difere em
apenas um aminoacido de IBCidentificada em amostras isoladas no mesmo pais

(Giakkoupi et ai., 2004, Mavroidi et ai., 2001).
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Em 2001, uma nova variante de GES-1 foi relatadauena amostra de.
aeruginosaisolada na Africa do Sul (Poirel et ai., 2001 #.enzima GES-2 possuia
uma Unica alteracdo de aminoacido quando compaaa@iS-1, no entanto, essa
alteracdo ampliou o espectro de atividade da engimamostrava atividade catalitica
contra imipenem, além das cefalosporinas de amgpectro. A analise cinética de
GES-2 mostrou uma eficiéncia catalitica contra @ngm 100 vezes maior do que a
GES-1. Entretanto, a atividade da GES-2 perman@@8 tezes menor do que outras

carbapenemases como SME-1 e NMC-A.

Recentemente, novas variantes de GES foram retatada amostras d&.
pneumoniaésoladas no Japao (Wachino et ai., 2004a, Wachiao,&004b). A GES-3
foi isolada de amostras responsaveis por um sartarea UTI neonatal, e a GES-4 foi
isolada de um neonato internado nessa mesma uni@&f4, assim como a GES-2
apresentaram niveis intermediarios de resisténtrap@nem quando expressa em uma

linhagem det. colihospedeira.

Recentemente foram isoladas amostras R®udomonas aeruginosa K.
pneumoniae que carregavamblaGES-1 e blaGES-7, relatadas no Brasil

respectivamente, por Castanhatal 2006 e Dropat al., 2009 .

2.4.5.Enzimas do tipo OXA

As enzimas do tipo OXA compdem outra familia dBE®m expansao.
Essas enzimas diferem das enzimas do tipo TEM e, $idW pertencerem a familia
molecular D e grupo funcional 2d, que conferemstésacia a ampicilina e cefalotina,
além de serem caracterizadas por sua elevadaaativididrolitica contra oxacilina e
cloxacilina, e reduzida inibicdo pelo acido clavit®. S&o encontradas principalmente

emPseudomonas aeruginosa.
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As ESBL do tipo OXA originaram-se a partir de ngdias em OXA-10. Estas
conferem fraca resisténcia a oximino-cefalosporigpaando clonadas eischerichia
coli; porém, conferem altos niveis de resisténcia emstonjugantes déseudomonas
aeruginosa Em contraste com a maioria das enzimas OXA, cqud&ecem maior
resisténcia a ceftazidima, o tipo OXA-17 confergst€ncia a cefotaxima e ceftriaxona,

e apenas pequena reducéo da sensibilidade a deftaz{Bradfordet al2001)

2.4.6.Enzimas do Grupo VEB

A ESBL do grupo VEB-1 foi primeiramente caractada em um isolado de
Escherichia colde uma crianca transferida do Vietna para um halgpét Franca (Naas
et al, 2000). Posteriormente, VEB-1 foi encontrada ena @mostra d@. aeruginosa
de dois pacientes da Tailandia, também transfepdos a Franca (Girlicét al,, 2001).
Um estudo realizado em um hospital universitariorddandia revelou que 93% das
amostras deP. aeruginosaresistentes a ceftazidima isoladas nessa instauegram
produtoras de VEB-1.

Além de amostras dB. aeruginosablaVEB foi encontrado em amostras de
enterobactérias resistentes a ceftazidima isolagasnesmo hospital. Durante esse
mesmo estudo, uma variante taVEB-1 foi identificada e o novo gene foi
denominaddlaVEB-2. A proteina codificada por esse gene tem ape&ma alteracédo
de aminoéacido localizada fora do sitio ativo dareaz quando comparada a VEB-1. No
Kuwait, amostras d@. aeruginosgorodutoras de VEB-1 foram identificadas e, dentre
as amostras avaliadas foram identificadas variadedlaVEB-1, que possuem
alteracdes de um unico nucleotideo, ndo geran@oaglio da proteina final. Essas

variantes foram denominadal®VEB-1 a eblaVEB-1 b (Poirelet al, 2001).
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2.4.7.Enzimas do tipo CTX-M

Nos ultimos anos, tem sido encontrada uma novdlifade ESBLsS mediadas
por plasmidios, chamada CTX-M, que hidrolisa peieralmente cefotaxima. Sua
primeira descricdo ocorreu em 1990, em uma cegasdeerichia coli(Bauernfeindet
al., 1990) e logo depois, eBalmonella enterica serovar typhimuriuBauernfeindet
al., 1992), tendo rapida expanséo. E relatada copwopiedominante na América do
Sul (Livermore e Brown, 2001; Bonnet 2004), inchesno Brasil (Bonnett al., 2000).
Foi descrita enk. coli e Klebsiella pneumoniaem Taiwan (WUet al, 2003) e na
Italia,foi detectada no mesmo periodo Rroteus vulgarigPaganiet al, 2003). Ja foi
encontrada também e@itrobacter freundiina Pol6nia (Gniadkowslet al, 1998) e em
outras espécies de Enterobactérias, ocorrendona@ Africa, Asia, América do Sul e
mais recentemente na Ameérica do Norte (Bonnet, ROBWIito recentemente foi
descrito em cepas d&seudomonas aeruginosa Holanda, Bolivia e no Brasil. (&t
al, 2006; Celenzat al, 2006; Picao 2009).

Essas enzimas néo foram ainda relatadas como TEMMg e apresentam 40%
de homologia com as mesmas, podendo ter origenu@wgohria em enzimas do tipo
AmpC cromossOmicas dduyvera ascorbatacom as quais apresentam alta homologia
(Humeniuket al, 2002). Estudos filogenéticos dessa familia raostque existem
cinco grandes grupos baseados em suas sequéncasir@acidos. O grupo | inclui
CTX-M-1; CTX-M-3; CTX-M-10 a 12; CTX-M-15; CTX-M-22CTXM-23 e CTX-M-
28 a 30. O grupo 2 CTX-M-2; CTX-M-4 a 7; CTX-M-20T®ho-1. O grupo Il inclui
CTX-M-8 , o grupo IV CTX-M- 9; CTX-M-13; CTX-M-14CTX-M-16; CTX-M-19;
CTX-M-21; CTM-X-27 e Toho-2 e o grupo V CTX-M-2526 (Thompson, Higgins e
Gibson, 1994). A figura 1 mostra como as enzima¥X-®Mestdo disseminadas pelo

mundo em membros da familEnterobacteriaceaeOs membros do mesmo grupo
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exibem similaridade maior que 94% entre suas seipgmle aminoacidos, enquanto
entre grupos diferentes a semelhanca é menor gweA@listancia evolucionaria entre
0S grupos pode supor evolucédo a partir de anceslifarentes (Bonnet,2004).

Estudos cinéticos mostram que enzimas do tipo ®Mdrolisam cefalotina ou
cefaloridina melhor que benzil-penicilina, e possumaior afinidade por cefotaxima
que por ceftazidima. A CIM para ceftazidima varidgre 0,5 a 2ug/mL, enquanto a
CIM da cefotaxima varia de 8 a 2R§/mL, existindo alguma hidrélise da ceftazidima
mas nao suficiente para conferir resisténcia aoslypores destas enzimas. Tais
enzimas sao inibidas por tazobactam mais eficiegéendo que por sulbactam ou

clavulonato (Matsumoto e Inoue, 1999; Pédetl, 1997).

B Crx-m-1
I cTX-M-2
B cTX-M-8
[ cx-ma

B Eodemico [ Esporadico [ ] Bem dados ‘

Adaptado de Cantoet al, 2006

Figura 1. Disseminacao dos grupos da enzima CTX-M pelo mwemd 2006.
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2.5. Deteccao de beta-lactamases de espectro dmplia

Identificar organismos que sédo produtores de ESBade ser um grande
desafio. Alguns métodos tém sido propostos, basaaamterferéncia dos inibidores de
beta-lactamases na producdo de ESBL (Jiang, 2006).

Existem cefalosporinas com diversa habilidaeleletectar enzima ESBL que
esta relacionada com a presenca do tipo predomimanenzima em diferentes regioes
do mundo. Isso demonstra a importancia de se adaptiestes de deteccdo de ESBL
para determinadas areas geograficas, hospitaisezagebacterianos particulares. Além
disso, esses testes devem ser avaliados perioditemeonitorando assim a introducao
de novas enzimas que inativam antibioticos (Naveneziaet al.,, 2003).

Segundo a CLSI, os antibidticos ceftazidima, @eftma, cefotaxima e
aztreonam devem ser utilizados como “marcadorespaszsivel presenca de ESBLs,
sendo a confirmacéo feita por meio de disco conadmnaHa recomendacao do CLSI
para que testes de triagem e confirmacdo sejanizadat rotineiramente para
Klebsiella pneumoniae&Klebsiella oxytocae Escherichia coli consideradas produtoras
classicas destas enzimas, alénfPdeeus mirabilis Além dos testes recomendados pelo
CLSI, existem outras padronizacdes que podem spregimdas na pesquisa fenotipica
de ESBL em isolados bacterianos, entre elas asBri8ociety for Antimicrobial
Chemoterapy Methodology (BSAC). Segundo esta regeii@acao, é possivel pesquisar
tais enzimas em outros membros da famikaterobacteriaceae,abrangendo
microrganismos que nao sao contemplados pelo Gir@lréws, 200y

Esta primeira triagem pode ser feita durante az@go do antibiograma de
rotina. O consenso geral preconiza que organismoduiores de ESBL devem ser
relatados como resistentes a todas as penicilicaflosporinas e aztreonam

(Livermore, 1995; Bradford, 2001; CLSI, 2007).
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Muitos estudos tém relatado erros na deteccédo & .BIma das razbes é que
muitos microrganismos produtores destas enzimasupos in vitro, valores de
concentracdo inibitéria minima abaixo dos "break{®di sugeridos (Bradford, 2001).
Além disso, a diminuicdo da permeabilidade da bactéos antimicrobianos e a
producdo de outras enzimas beta-lactamases, enciasps induziveis, de origem
cromossOmica presentes em varias espécies, podecamaa a presenca de ESBLs
(Varelaet al, 2001; Schwabeet al, 2004; Thomson, 2001).

Em Pseudomonas aeruginosa producdo de betactamases AmpC € um
fendbmeno constitutivo, e varios estudos tém mosteadmergéncia da producéo destas
enzimas em membros da FamikterobacteriaceaeNao detectar ESBLs nestes
patdogenos pode ter um impacto significativo aoSepées, especialmente naqueles
tratados com cefalosporinas de espectro ampliadedé¢ibs, 1997; Bradford, 2001;

Paterson, 2005; CLSI, 2007; Helfand, 2006; Pere@yp

2.6) Medidas de controle

O controle do uso de antimicrobianos pode reduazipressdo seletiva,
contribuindo para a reducdo da incidéncia de cepedutoras de ESBLs. Uma forte
correlacéo entre o uso de cefalosporinas de targeiracdo, como a ceftazidima, e a
resisténcia aos antimicrobianos dfiebsiella pneumonigetem sido repetidamente
demonstrada. Além disso, um declinio na prevalédeiK. pneumoniagrodures de
ESBL tem sido documentado em instituicdes quenadizaram o uso de outras drogas
de amplo espectro (Patterson, 2001).

Outro problema esta relacionado ao aumento dodesanipenem, sugerido
como melhor opc¢ao terapéutica em infeccdes poeébastprodutoras da enzima ESBL

em hospitais da América Latina.. Esta acdo, potém,aumentado a incidéncia de

25



Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacterrspstentes a esse antibiotico (Sasteal.,
2003)

Alguns estudos mostram que o controle do uso dtmiarobianos e a
implementacdo de medidas de controle de infecc@msubm substancialmente a

freqUéncia de isolamento de bactérias produtor&Sid. (Patterson, 2005).

2.7) Disseminacao horizontal de genes de ESBL

Diversos fatores contribuem para o éxito das bastérodutoras de ESBL,
como determinantes de resisténcia, no entantora@meapacidade de disseminacéao dos
genes que codificam essa beta-lactamase mostram egse € um problema
contemporaneo, de grande importancia e que aunaEnfareocupacdes com 0O Uuso
indiscriminado de antibidticos no ambiente hospaita(Spencer et ai., 2001). A
habilidade dos bacilos Gram-negativos de adquiremeg de resisténcia aos
antimicrobianos e, subsequentemente, dissemindal@sinimeras espécies bacterianas
€ plenamente explicada pela transferéncia de piesnitransposons e integrons. Os
genes de resisténcia presentes em elementos numred transposons e/ou integrons
podem ser transferidos para diversos plasmidiasng, vez presente nos plasmidios,
podem ser transferidos de uma bactéria para oetrdosassim disseminados (Recchia

& Hall, 1997).

2.7.1.Elementos genéticos moveis

Os plasmidios sdo responséaveis pela disseminacawidas beta-lactamases,
no entanto, os genes que codificam essas enzimasonteam-se inseridos em

integrons, os quais frequentemente contém outrassggque conferem resisténcia a
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uma variedade de antibidticos. Por essa razéo,etsldrtamases sdo usualmente
produzidas por organismos que também sdoistertes a multiplos agentes
antimicrobianos (Jacoby & Munoz-Price, 2005). A on@ das ESBLs deP.

aeruginosaestao associadas a integrons, assim como inungeress que conferem
resisténcia aos aminoglicosideos, trimetoprim/sudfimxazol, cloranfenicol entre

outros. (Poirekt al, 2002)

Os integrons sdo unidades genéticas que incluemauentes para um sistema
de recombinacao sitio-especifica capazes de camumobilizar genes contidos em
elementos moveis chamados de genes cassetes. @omteambém contém um
promotor para a expressao dos genes cassetes (B&998, Collis & Hall, 1995). Os
componentes essenciais do integron sdao um geriegtiet codifica uma recombinase
sitio-especifica, pertencente a familia das intsgga um sitio, adjacente a esse gene,
de reconhecimento e ligacéo, chamattb(Collis & Hall, 1995). O gene que codifica a
integrase, incluindo o sitio de ligacatl é conhecido como sequéncia conservada 5'
(5'-CS). Oattl é reconhecido pela integrase e funciona como timrsceptor para 0s
genes cassetes (Partridgeal, 2000).

Os genes cassetes sdo elementos nao-replicaimelsieam um gene que pode
codificar resisténcia aos antimicrobianos e umosie recombinacdo integrase-
especifico, membro da familia de sitios conhecmtaccelementos de 59 bases (59-be).
Genes cassetes podem existir tanto em sua forma divcular ou podem estar
integrados a um sitiattl. Somente quando integrados 0s genes cassetes Sao
considerados formalmente parte de um integron iKCellal, 1993, Partridget al,
2000). Um dnico evento de recombinacdo genéticegleendo o sitio associado a
integrase attl e um cassete associado ao 59-tsmlavinsercdo de genes cassetes em

um integron receptor. A integrase pode catalisen®s de recombinacdo do attl e o
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59-be do gene cassete e também eventos de recgddbieitre duas unidades de 59-be
(uma no cassete a ser integrado e outra num geeeteajue ja faz parte do integron),
no entanto um estudo revelou que a integrase teferpncia pelo primeiro tipo de
ligacdo descrita, entreaitl e o 59-be (Collis & Hall, 1992, Partridge al, 2000). A
integrase também catalisa eventos de recombinagédegjam a excisdo de genes
cassetes, ocasionando a perda dos mesmos e gerarchssete circular livre. Devido
a habilidade de adquirir novos genes, 0s integt@ns um importante papel na

evolucéo de genomas de plasmidios e transposorssqumntém (Coilis & Hall, 1992).

Os integrons podem ser agrupados em dez diferelasses, de acordo com a
estrutura da integrase, mas apenas cinco dessseslastdo associadas a genes de
resisténcia aos antimicrobianos. Contudo a madwfaintegrons que contém genes de
resisténcia aos antimicrobianos, e, portanto tambgrgenes que codificam as beta-
lactamases, pertencem a classe 1 (Coetegd, 2003). Os integrons da classe 1 (figura
2) possuem a 5'-CS, caracteristica desses elemendokicionalmente, na extremidade
3', esta acomodado um gene o qual codifica resistém compostos de aménio
quaternario denominado qatE truncado ao gene que codifica resisténcia a
sulfonamida sul 1. Essa extremidade, que tambéomgecvada nos integrons da classe
1, é conhecida como 3-CS. A insercdo de geneseteasentre as sequéncias

conservadas 5°e 3’da origem a novos integrons.

gene cassete livre

4—50-be

intt1 E—I gene >q gene qacEAl/sult
attl
3-CS

5-CS8

Figura 2. Representacao esquematica de integron de classe 1
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2.7.2. Ambiente genético de ESBLs

A analise do suporte genético como suporte pararigem, aquisicdo e
disseminacdo das ESBLs mostra uma variedade deemiesn genéticos. Estes
elementos genéticos tém o potencial para uma rapidfciente disseminagdo entre
varias espécies de bactérias. Alguns mecanismosmantam os genes de maneira facil
e simples, outros possuem formas mais complexas garcer esta funcdo. Muitas
destas estruturas podem levar a um perfil de mogalresisténcia aos antibioticos, mas
algumas estdo relacionadas com simples marcadaesesisténcia. Todos estes
elementos fazem da analise do suporte genético nacegp muito complexo, mas
estuda-los em conjunto com os geoedificadores de ESBLs é uma ferramenta perfeita
para entendermos melhor como ocorre a dissemindggiayenes de resisténcia e 0s
fatores que podem estar relacionados a sua eme&géancexpressao (Poiret al,
2008). A disseminacédo dos gefdg:Tx-v € um problema atual quando comparado com
a disseminacdo dos ger®arey oublasyy. Diferentes elementos genéticos podem estar
envolvidos, como as sequéncias de inser¢cdo ISEc[HCR1 e também elementos

relacionados aos fagos.

A sequéncia de insercdo ISEcpl tem sido idendiicam associagdo com genes
gue codificam as enzimas CTX-M 1, CTX-M 2 e CTX-MBsta mobilizacdo ocorre
com um processo peculiar de transposicdo, no qealémcias sdo mobilizadas por
transposicdo, apdés o reconhecimento de uma vagedadsequéncias repetidas e
invertidas de DNA conhecidas cormight inverted repeat$lRRs) (Poirelet al, 2003).
Algumas desta estruturas tém um papel de promBtarexemplo, ISEcpl aumenta a

expressao delaCTX-M quando localizada em um plasmideo.
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Um outro mecanismo de aquisicdo de gebkgrxm estd relacionada ao
processo de transposicdo mediada por sequéncselgdo chamada de Rolling-circle
(RC) ( Tolemaret al, 2006 a e b) Alguns genéfactx-v 0correm em integrons tipo
sull que correspondem ao integron classe 1 ligasltlaaextremidade 3" pelo gene da
fase aberta de leiturarf 513 e uma duplicacdo do segmento quacEl/sull. Nesta
situacdo, o genblactx.y NA0 esta presente como gene cassete mas estaddoatia
leitura abaixo(downstream)do geneorf 513, entre as duas sequéncias repetidas de
quacE1l/sull. O genaxf 513 foi primeiramente descrito como parte da chamwadiao
comum -common regior{CR1). Hoje, esta regido é reconhecida como umesito de
insercdo ISCR1 que pertence a familia 1S91 e ORFKRIES € uma transposase que
compartilha caracteristicas estruturais e funcedaifamilia das transposases 1S91-like
ISCR1. Este pode mobilizar genes quando se transpdimeiramente em uma regido
adjacente a0 mesmo em seguida se transpondo naeameas de forma aberrante,
mobilizando toda a sequéncia para um plasmideagatiyo. A formacao do integron
tipo sull pode ter sido consequéncia de um procggsarecombinou dois elementos

ISCR1(Tolemaret al, 2006b).
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3- JUSTIFICATIVA

Por variosanos as cefalosporinas de terceira geracdo comeftazidima e
aminoglicosideos tais como amicacina e gentamidém, sido usadas no Brasi] e
consideradas como antibioticos de primeira escoth&ratamento de infeccdes graves
causadas pdPseudomonas aerugingsgrincipalmente no seu uso combinado, o qual
exibe atividade sinérgica. Embora em nosso papsiepidemiologicos do SENTRY
e MYSTIC tenham mostrado um alto indice de restsééas cefalosporinas de ultima
geracdo em amostras clinicas Be aeruginosa isoladas de diferentes hospitais
brasileiros, ndo ha informacdo sobre os mecanismasculares de resisténcia, seus
determinantes genéticos e sua mobilizacao. Poo tado, pesquisas sobre a producao
de metilases RNAr 16S associada a resisténcia aogiitosideos, tem sido
direcionada apenas a identificacdo do gendD, exclusivamente em isolados
produtores de metalo beta lactamases- MBL, ndamshecendo assim a prevaléncia
real das metilases RNAr 16S em demais isoladosatieP. aeruginosa

A emergéncia de isolados clinicos co-resistentes beta-lactamicos e
aminoglicosideos tem comprometido o tratamentol aanfeccdo poP. aeruginosa
Para este tipo de isoladass carbapenens tém sido usados como ultima dliexrna
terapéutica, porém seu uso intenso tem favorecidpavecimento e disseminacao de
isolados produtores de MBL.

A identificagdo destes determinantes de resisté&midribuird no estabelecimento
de medidas epidemioldgicas mais efetivas que pammiontrolar a disseminacao deste
tipo de isolado, evitando o possivel o surgimergdrédglentes surtos, estimulando o

uso racional de antibidticos.
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4) OBJETIVOS

4.1) ldentificar a producao de beta-lactamasesm#@aespectro (ESBLs) com métodos

feno tipicos e genotipicos, em isolados clinicmBskudomonas aeruginosa

4.2) ldentificar a producdo de metilases RNAr 16& meio de métodos fenotipicos e

genotipicos.

4.3) Avaliar métodos de triagem para detecc¢ao adétijgo ESBLS

4.4) Avaliar um método de PCRuultiplexpara o diagnostico de ESBL.

4.5) Investigar a diversidade genética de isolgdodutores de ESBL e/ou metilase
RNAr 16S por método de ERIC-PCR.

4.6) Investigar a mobilizacdo génica

4.7) Estudar o ambiente genético de cdpasss, positivas.
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5) Materiais e Métodos
5.1 - Amostras bacterianas
Num total de 120 isolados d&seudomonas aerugino$aram selecionadas 35

amostras com perfil de resisténcia caracterizadoso ndo produtores de enzimas
metalo-beta-lactamases, coletados no periodo de&£0008. Estes isolados foram
selecionadas de banco de amostras isoladas raes ggpécimes clinicos, provenientes
de diversos centros hospitalares, tais como: Halsgés Clinicas de S&o Paulo (HC),
Hospital Emilio Ribas (HER), Hospital Universitarda Universidade de Séao Paulo

(HU) e Hospital da Beneficiéncia Portuguesa (HBP)

5.2 - Condicdes de cultura

Os isolados foram semeadas em agar MacConkeyubadas por 24 h em
estufa controlada a 37°C. As coldnias foram sengeada2 ml de caldo BHI (infusdo
cérebro-coracdo) e incubadas a 37°C, por 24 h gdhcdo constante em shaker
rotativo a 150 rpm. O resultado dessa semeaduracfeiscido de 20% de glicerol e

congelado para preservacao.

5.3- Extracao do DNA total

Para extracdo do DNA foi utilizado o método dediea. A partir de uma cultura
em caldo LB, de uma noite, aliquotas de 800 ularfoisubmetidas a centrifugagéo
durante 1 minuto a 15.000 rpm. O sobrenadantedscattado e o sedimento obtido foi
ressuspenso em 100L de agua, qualidade milli-Q, estéril. Posteriorteenos

microtubos contendo os sedimentos ressuspensas feraidos durante 10 minutos.
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Finalmente, apos 15 minutos de centrifugacdo a090®, 100uL do sobrenadante foi

transferido para um microtubo estéril e congelado.

5.4) Extracdo do DNA plasmidial

Para extracdo do DNA plasmidial, foi utilizadoKéT NucleoSpin Plasmid
(Macherey-Nagel) conforme instru¢cdes do fabricante.
5.5.) Perfil de resisténcia bacteriana

O perfil de sensibilidadeantibacteriana foi avddigelo método de Kirby-Bauer,
seguindo as normas padronizadas pelo CLSI/NCCLSS(C2007) com o0s seguintes
discos de antibiotico: amicacina(30ug), ampicikoddactan(10/10ug),
aztreonam(30ug), cefepima(30ug), cefoxitina(30ugkeftazidima  (30ug),
ceftriaxona(30ug), ciprofloxacina(5ug), ertapenebu(), gentamicina(10ug),
imipenem(10ug), meropenem(10ug), piperacilina/taztdn(100/10ug),

ticarciclina/clavulanato(35/10ug) e tobromicina(gRu

5.6) Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima

Para determinar a concentracdo inibitéria minim#MjCfoi empregado o
método de diluicdo em Agar, seguindo-se as normdsopizadas do CLSI, 2007. Uma
suspensao de microrganismos foi inoculada em ple@atendo agar Mueller-Hinton
acrescidas do antibidtico testado em concentraglesescentes de 5i@mL a
0,03ug/mL. As placas foram incubadas em estufa contacda87°C durante 24 horas. A
CIM foi considerada como sendo a menor concentraigi@ntibiético em que nao
houve crescimento visivel da cepa. Como contraleutibzada a cepd. aeruginosa

ATCC 27853.
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5.7) Determinacao fenotipica da producdo de ESBLs
Para determinacdo fenotipica, as cepas foram gig@a®eascrenningpara a
producdo de ESBL. Foram testados 4 métodos densiingena auséncia e na presenca

de inibidores.

5.7.1 — Teste de Sinergismo de Duplo Disco (DDST)

Uma suspensao (escala 0,5 de McFarland) da kmttétada foi espalhada com
Swab sobre a superficie do meio Agar Muller Hintoiscos de
amoxicilina/clavulanato(20/10ug), Ticarciclina/ddanato(35/10ug) e
Piperacilina/Tazobactan(100/10ug) foram colocastisre a superficie. Entdo, discos
de ceftazidima ou cefepima eram colocados ao redora distancia de 20 mm dos
discos combinados. O mesmo era realizado em ptac#sndo Cloxacilina (200ug/ml).
As placas foram incubadas em estufa controlad®@ B@r 18 horas. O microrganismo
era considerado provavel produtor de ESBL quandmbservada a formacao de uma
zona de inibicdo (zona fantasma) entre os haloslidoss de cefalosporinas e os discos

combinados.

5.7.2 — Efeito sinérgico entre Ceftazidima e Imgran

Para avaliar a possivel acao sinérgica entre CA&4Vena avaliacdo da presenca
de ESBL, duas metodologias foram testadas. Na panfei adicionado 0,1ug de IPM
em um disco CAZ (30ug) Esta combinacao era colocadsuperficie do Agar Muller
Hinton com indculo bacteriano (escala 0,5 de Mcfral) e incubada por 18 horas. Um
aumento na zona de inibicdo do disco de CAZ naepgesde IPM era considerado

como presuntiva produtora de ESBL (Pelegrino, 2006)
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Na terceira metodologia, foi realizado o testesteergismo de duplo disco
descrito anteriormente, porém, com discos de IPBud]l e CAZ(30ug) dispostos a
20mm de distancia. A formacado de uma zona fantasrtre os halos de inibicdo era

considerada como suspeita de producdo de ESBL (afgdah, 2003).

5.7.3) E-Test

Foram testadas fitas detestespecificas para o diagnéstico de ESBL contendo
cefotaxima com e sem acido clavulanico nas extradas. Uma suspensao (escala 0,5
de McFarland) da bactéria testada foi espalhada eamagatoa sobre a superficie do
meio Agar Muller Hinton onde as fitas foram coloasadA reducdo no crescimento da
amostra bacteriana na célula que contém a assoai;@ntimicrobiano b-lactamico
com o inibidor de beta-lactamase, quando compatadao nivel de crescimento da
célula que contém somente o antimicrobiano betasdaico € indicativo da producéo de

ESBL.

5.8- Determinacéo fenotipica da producédo de meslasS RNAr

A producdo de metilases 16S RNAr foi determinactetipicamente por meio
de antibiograma qualitativo e quantitativo com aetedninacdo da concentracéo
inibitéria minima. A producdo destas enzimas pode suspeitada pelo perfil de
multirresisténcia aos aminoglicosideos. Para détagéo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) foi empregado o método de diluicio égar, seguindo as normas
padronizadas do NCCLS, frente aos aminoglicosideosamicina e amicacina. Uma

CIM de 256 ug/ml é sugestiva de producdo de meslas$S RNATr.

36



5.9 - Confirmacéo genotipica

A confirmacéo genotipica foi realizada por PCRiaathdo primers especificos
para amplificar os genes de interesse

Para a verificacdo dos tamanhos dos produtos da &(Rotas do DNA, assim
como um padrdo de massa molecular conhecido, @miEtara uma solucdo tampéao
(azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol FF 0,25fcerol 30%) foram submetidas a
separacao eletroforética por cerca de 50 minuid¥avolts em gel de agarose a 1%. O
gel foi corado e visualizado em Brometo de Etidio.

Como controle, a expressao normalizada dos genesrfirmada na cepa d&
aeruginosaATCC 27853. As demais cepas controle disponivara p estudo podem

ser vistas no Quadro 2.

5.9.1 - Confirmacé&o genotipica da producédo de ESBLs

Confirmacéo genotipica da producédo de ESBL foizadh por PCR utilizando
primers especificos para amplificar os genes de ESBkrx-m, blaper blages blatewm,
blasny € blapxa (Tabela 2). Os controles positivos disponiveis paestudo podem ser

verfificados no Quadro 2.
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Tabela 2. Iniciadores para identificacdo de genes ESBLs

Iniciadores Sequéncia amplicon
PER-2 F 5—- ATG AAT GTC ATT ATAAAAGC -3 886
PER-2 R 5 —AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA-3

GES-1AF 5 —ATG CGCTTC ATTCACGCAC -3 827
GES-1B R 5-CTATTT GTC CGT GCT CAG G -3’
TEM-AF 5'- GAG TAT TCAACATTTCCG TGT C-3' 805
TEM-B R 5-TAATCA GTG AGG CACCTATCTC-3
SWSHV-AF 5’- AAG ATC CAC TAT CGC CAG CAG -3 888
SWSHV-B R 5-ATT CAGTTCCGTTTCCCAGCG G-3
OXA10F 5- TAT CGC GTG TCT TTC GAG TA- 3’ 737
OXA10R 5°- TTA GCC ACC AAT GAT GCC C -
OXA-13.1 F 5'- GCC GCATAT GTAATTACTGC -3 702
OXA-13.2 R 5 —ATT TTC TTA GCG GCA ACT TAT -3
OXA-18F F 5 —ATT TCAACG GTT TGC CTT ACG - 3 557
OXA-18F R 5 —-TTG GCATCG GAA AGC GAACC -3
CTX-MF 5-CGC TTT GCGATG TGC AG - 3 520
CTX-M R 5-ACC GCGATATCGTTGTG -3
CTX-M-1 F 5°- GGT TAA AAAATC ACTGCG TC - 3 827
CTX-M-1 R 5-TTG GTG ACG ATT TTAGCC GC - 3
CTX-M 2 F 5°- ATG ATG ACT CAG AGC ATTCG -3’ 827
CTX-M 2R 5-TGG GTT ACG ATT TTC GCC GC - 3
CTX-M 8/25 F 5- CTG GAG AAA AGC AGC GGG GG - ¥ 34
CTX-M 8/25 R 5’- ACC CAC GAT GTG GGT AGC CC - 37
CTX-M 9 F 5- ATG GTG ACAAAG AGAGTG CA-3 833
CTX-M9R 5- CCC TTC GGC GAT GAT TCT - 3

A reacdo ocorreu com uma desnaturacao inicial 84S minutos, seguida de
30 ciclos nas seguintes condi¢Oes: desnaturacdd po?® 1 minuto, anelamento a 55°
por 1 minuto e extensdo a 72° por 1 minuto. Apdma dos 30 ciclos houve uma
extensao final a 72° por 10 minutos.
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5.9.2 -Confirmacé&o genotipica da producédo de metilasefRNAr

Para as metilases 16S RNAr foram utilizados osadaresespecificosmtA,
rmtB, rmtC,rmtD, armA (Tabela 3). O controle positivo disponivel po@e gerificado
no Quadro 2.

A reacdo ocorreu com uma desnaturacao inicial 84% minutos seguida de
30 ciclos nas seguintes condi¢bes:desnaturacdd po®430 segundos, anelamento a
55° por 30 segundos e extensdo a 72° por 30 segulpias o final dos 30 ciclos houve
uma extensao final a 72° por 10 minutos.

O experimento foi repetido nas seguintes condic@esnaturacao inicial a 94°
por 5 minutos, seguida de 30 ciclos nas seguirterdigdes: desnaturacao a 94° por 1
minuto, anelamento a 55° por 1 minuto e extensézf gor 1 minuto. Apds o final dos

30 ciclos houve uma extensao final a 72° por 1Qtom

Tabela 3.Iniciadores para identificacdo de genes RNAr 16S

Iniciadores Sequéncia: Amplicon esperado
rmtA F 5-CTAGCG TCCATCCTTTCCTC-3 635
rmtA R 5 —TTG CTT CCATGC CCT TGC C- 3’
rmtB F 5'- GCT TTC TGC GGG CGA TGT AA-3’ 173
rmtB R 5'— ATG CAA TGC CGC GCT CGT AT-3’
rmtC F 5'— CGA AGA AGT AAC AGC CAA AG - 3' 711
rmtC R 5'— ATC CCA ACA TCT CTC CCACT -3
rmtD F 5'— CGG CAC GCG ATT GGG AAGC -3 902
rmtD R 5'— CGG AAA CGA TGC GAC GAT-3’
armA F 5— ATT CTG CCT ATC CTAATT GG - 3’ 315
armA R 5'— ACC TAT ACT TTATCG TCG TC- 3’
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5.10) Padronizacéo de PGRultiplex

Baseado nos resultados preliminares e nas cepasleatisponiveis (Quadro2),
um PCRmultiplexfoi desenvolvido para identificar simultaneamesgegeneblacrx-m,
blagese blaoxa.

Em todas as reacOes foram utilizados um controgath® e os controles
positivos para 0s genétacrx-m, blasese blapxa identificados por sequenciamento. Os
melhores resultados foram para as reacdes redizemla volume total de 25 uL
contendo 1 uL de DNA da amostra clinica, 1 uL d#adcaiciadorespecifico (2,5 uM),
2,5 uL de MgCI2 (2,5mM), 2,5 uL de tampéo de enzihd uL de DNTP, 0,25 uL de
enzima Taq polimerase (Fermentas) e 10,25 ulL da.ag

A reacdo ocorreu com uma desnaturacao iniciaPg@@45 minutos, seguida de
25 ciclos nas seguintes condi¢gdes: desnaturacd8 po® 1 minuto, anelamento a 50°
por 1 minuto e extensdo a 72° por 1 minuto. Apdmal dos 25 ciclos houve uma
extensdo final a 72° por 10 minutos. Para sab@&mgdratura de anelamento mais
indicada, a reacédo foi realizada em termocicladon gradiente de temperatura que
variava de 48 a 62° C.

Quadro 2. Controles positivos para detec¢cao dos gbleesrmtD

Gene alvo Controle positivo
blages Pseudomonas aerugino2863
Cedido gentilmente pela UNIFESP
blacTx-m Escherichia coli
FCF-USP
blasyy Klebsiella pneumoniae
FCF-USP
blarem Klebsiella pneumoniae
FCF-USP
blaper Enterobacter aerogenes
FCF-USP
rmtD Pseudomonas aeruginosa
Cedido gentilmente
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5.11) Estudo do ambiente genéticantEESBL positivas

O estudo do ambiente genético das cdpasrx.v positivas foi realizado por
PCR cominiciadores genéricos e especificos (tabela 4)raduto foi purificado com
kit Gfx Pcr Dna AND Gel Band Purification Kit (Qgan, Buckinghamchire, UK) e
submetido a seqienciamento com 0s mesmos parasctdores. A sequéncia foi
posteriormente analisada e comparada com as pgidis encontradas no banco de
genes d&ational Library of MedicindBLAST http://www.ncbi.nim.nhi.goblast/)).

O estudo da presenca de integrons no materialigert#t bactéria foi feito
empregando-se iniciadores dos segmentos consergastselemento. Para determinar
o conteudo da regido variavel séo utilizados asadores de genes de resisténcia em
combinac¢do com os do segmento conservado. A ceraci®o da regido variavel €

realizada por meio de sequenciamento.

Tabela 4 Iniciadores para a identificagdo e caracteriaalgintegrons e seus
genes cassetes

Iniciadores Seqiéncia:
intl 1 F 5- CCG TAG AAG AAC AGC - 3
QACR 5- GTT GCG ATT ACT TCG- 3’
Sul1R 5- GCA AGG CGG AAA CCC GCG CC-3’
aadAl F 5"- CGC CGA AGT ATC GAC TCA AC — 3’
aadAl R 5- GAC TAC CTT GGT GAT CTC GC- 3’
AAC-6 F 5- ATG ACT GGC TAA ATC -3’
AAC-6 R 5’- CCC GCC TTC TCG TAG CA -3’
ORF 513 F 5- CTT TTG CCCTAG CTG CGG -3
ORF 513 R 5’- CTC ACG CCC TGG CAA GGT TT- 3
CTX-M-2RINV F 5"- GCGGCGAAAATCGTAACCCA- 3’
CTX-M-2 FINV R 5"- CGAATGCTCTGAGTCATCAT- 3’
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5.12)- Estudo da mobilidade dos genes de resisténcia

A mobilizacédo horizontal dos genes ESBL foi avaiguobr transformacao. Foi
utilizada a cepaEscherichia coliDH10B como célula competente. Esta cepa foi
incubada por uma noite em agitador rotativo/4C3 Um volume de 100 uL da
cultura bacteriana foi misturada a 100 mL de calBe incubado durante 3 horas a 37°
C sob agitacdo constante. Apos este periodo, &rlzadbi transferida para tubo tipo
Falcon de 50 mL e mantida em gelo durante 10 méusta cultura foi centrifugada a
2700G a 4°C durante 10 minutos. O sobrenadanteddscartado e o sedimento
ressuspendido em 30 mL de MgCl2 — CaCl2 (80mM/20ng®lado. Novamente foi
centrifugado sob as mesmas condi¢cdes. O sobreeaftandescartado e o sedimento
ressuspendido em 2mL de CaCl2 0,1 M gelado.

Para a transformacéao foi utilizado o método chieque térmico, onde 50uL de
caldo suspenséo decoli DH10B competente foi misturado a 10 uL de DNA piahal
e deixado em gelo durante 30 minutos. Em segusks mistura foi transferida para
banho Maria a 42°C durante 90 segundos e , loge my@dgulhado no gelo durante 2
minutos. A essa mistura foi adicionado 950 uL dda&B e levada a incubacéo a 37°C
sob agitacdo durante 90 minutos. Essa cultura ramsferida para placa com
concentracbes adequadas de antibidtico. As céltrmssformadas entdo foram

selecionadas em agar Muller Hinton contendo anipéc{i64ug/mL).

5.13) Tipagem genotipica
Para tipagem genotipica as amostras bacterianas fsubmetidas ao método
de ERIC-PCR que consiste na amplificacdo de seg@gdo DNA por meio da técnica

de PCR utilizando o iniciador ERIC-2 (5' — AAGTAAGACTGGGGTGAGCG - 3)
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(Syrmiset al, 2004, Pujanat al, 1999, Renderst al, 1996). A reacdo se deu nas
seguintes condicdes: etapa de desnaturacdo iracifi°C por 10 min; etapa de
amplificacdo com 30 ciclos de desnaturacdo a 94fCLpmin, hibridacdo a 52° por 1
min, extensdo a 72° por 8 min; extensao final a@pd2°L6 minutos. A visualizacao dos
segmentos foi obtida por eletroforese em gel deoaga2% , corado com brometo de
etidio e visualizado em transluminador UV. Com alizatdo do programa

BioNumerics o dendrograma gerado teve sua analise de clustastizada pelo

coeficiente de Dice , empregando-se tolerancidl%e Foram considerados muito

relacionados aqueles que mostraram perfis com Q0fbais de similaridade

6.) RESULTADOS
6.1) Identificacdo e Perfil de Resisténcia

Inicialmente, a identificacdo das amostras folizada por Vitek (BioMérieux,
Hazlewood, Mo.) e/ou por meio de prova bioquimicavencional. O quadro 2 mostra
as caracteristicas clinicas, a origem e a datsoflmentode cada isolado.

Na tabela 5 e no grafico 1, sdo apresentados s peas porcentagens de
resisténcia encontrada nos isolados recuperado®sTas isolados apresentaram perfil
multiresistente, exibindo resisténcia a 3 ou matshaticos. Todos os isolados foram
resistentes a ampicilina/sulbactan, ertapenenaeciadina/clavulanato. Nenhum isolado

foi resistente a todos os antibidticos testados.
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Quadro 3. Caracteristicas clinicas dos isolado®deudomonas aeruginosa

N° Isolado Hospital Amostra Ano

1 827 HU S.traquea| 2007
2 886 HU S.traqued| 2007
3 686 HU S.traquea| 2007
4 846 HU S.traqueal 2007
5 847 HU S.traqued] 2007
6 1H HC Cateter 2004
7 4H HC Cateter 2004
8 5H HC Cateter 2004
9 8H HC Nd 2004
10 13H HC Cateter 2004
11 15H HC Nd 2004
12 31H HC Abcesso 2004
13 3L Boldrini Nd 2005
14 6L Boldrini Nd 2005
15 7L Boldrini Urina 2005
16 247 ER Nd 2005
17 281 ER Nd 2005
18 381 ER S.traqueal 2005
19 111 ER Cateter 2005
20 1 HBP Urina 2008
21 2 HBP S.traqueal 2008
22 3 HBP Urina 2008
23 4 HBP Urina 2008
24 5 HBP S.traqueal 2008
25 6 HBP S.traqueal 2008
26 7 HBP S.tumora 2008
27 8 HBP S.traqueal 2008
28 9 HBP Urina 2008
29 10 HBP Urina 2008
30 11 HBP L.brong 2008
31 12 HBP Urina 2008
32 13 HBP Urina 2008
33 14 HBP Ferida 2008
34 15 HBP Urina 2008
35 16 HBP Urina 2008

Legenda: HU: Hospital Universitario da Universidatike Sdo Paulo; HC: Hospital das Clinicas de Séo
Paulo; Boldrini: Instituto infantil Boldrini; ER:nistituto de Infectologia Emilio Ribas; HBP: Hospitia
Beneficéncia Portuguesa de S&o Paulo; S.traqueake@o traqueal; S.tumoral: Secre¢do tumoral;
L.Brong: Lavado Brénquico; ND: dado nédo disponivel.

44



Tabela 5 Perfil de resisténcia das cepasPdeudomonas aeruginogante a 14

antimicrobianos testados
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Grafico 1. Taxa (%) de resisténcia dos isolado®®deudomonas aeruginofante a 14
antimicrobianos testados
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Legenda:AK: amicacina; FOX:cefoxetina; AMC:ampicdiac.clavulanico; ATM: aztreonam; FEP:
cefepime; CRO:ceftriaxona; CAZ:.ceftazidima; GEN: ngamicina; IMP:imipenem; PPT:
piperacilina/tazobactan; MER: meropenem; ETP: eriem; CIP: ciprofloxacina; TOB: Tobromicina;
TIM: ticarcilina/ac.clavulanico.

6.2) Resultado da Concentracao Inibitoria Minimi(ade Ceftazidima, Aztreonam,
Amicacina e Gentamicina

A tabela 6 mostra a amplitude da concentracadtdmi® minima para cada
antimicrobiano acima citado, frente as cepas queegavam algum dos genes
blaESBL., assim como, os valores de CIM50 e CIM 90dalstcom o numero total das
amostras .

A CIM 50 foi mais alta para ceftazidima e aztreonanos isolados que
carregavanblaESBL. Porém, quando o antibidtico era a amicacun@gentamicina, a

CIM50 foi menos elevada em comparacao ao totabdascdo estudo.
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Tabela 6 Valores da Concentracdo inibitoria minima (CIM) @eftazidima,
Aztreonam, Amicacina e Gentamicina do total de darasslePseudomonas aeruginosa

Valores de CIM (ug/ml)

Amplitude CIM50 CIM90 CIM50 CIM90
blaESBL blaESBL
positivas* | positivas*

Ceftazidima 2-64 8 32 16 32
Aztreonam 8->512 64 128 128 128
Amicacina 4 ->512 >512 >512 256 >512
Gentamicing 8 ->512 >512 >512 256 512

Considerando genotipo

6.3- Determinacéo fenotipica da producédo de ESBLs

Trés das 35 cepas (11%) Bleaeruginosapresentaram resultados fenotipicos

positivos sugerindo a producéo de ESBLs. A triageadizada com a adicdo do

inibidor ndo alterou esse resultado. Na figura @gpaos ver os 4 resultados positivos

apresentados por 3 amostras distintaBsidomonas aeruginadas demais testes

fenotipicos realizados obtiveram resultados negsfpara a sugestédo de producao de

ESBL.
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Figura 3. Sinergismo positivo para a presenca de ESBLPamaeruginosad) A seta indica o
sinergismo entre discos de Ceftazidima e Pipenatiliazobactan. B) A seta indica o
sinergismo entre discos de Ceftazidima e Ticaaifc.Clavulanico. C)A seta indica
sinergismo entre discos de Imipenem e cezftazidnAumento do halo ao redor do disco de
ceztazidima quando adicionado 0,1 ug de imipenem.

6.4- Determinacéo fenotipica da producédo de mesla$S RNAr

Doze amostras apresentaram concentracao inditdimima para amicacina e
gentamicina maior que 256ug/ml. Metade dessas ap@esentou,, nenhum halo de
inibicdo ao redor dos discos de aminoglicoideosamitbiograma. Essa resisténcia foi

vista como presuncéo fenotipica da producéo ddasesi 16S RNATr.
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6.5 - Confirmacao genotipica da producao de ESBLs

Foram encontrados 9 isolados que carregavam o lgaps.v (Figura 4) e 2
isolados que carregavam o génaoxa-1o (figura 5). Nenhum dos outros gert#agsg.
procurados foram encontrados nas cepas estudadas.

Os gruposblacrx-m encontrados forarblacrx-m-1 (1) € blactx-m-2 (8). As cepas
blagsg positivas foram provenientes de 3 hospitais diss$in

500 pt

Figura 4. Perfil de eletroforese dos isoladolgcrx-m positivos.M: marcador
molecular 100pb; CP: controle positividlebsiella pneumoniaéblactx-m
positiva. 1 a 9: isoladdsacTx-m positivos

737b

Figura 5. Perfil de eletroforese dos isoladuasxs positivos. M:marcador molecular 100pb.
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6.6 -Confirmacéo genotipica da producédo de metilasesREA

Os genes associados a producdo de metilases 16s &MA, RmtA, RmtB,

RmtC e RmtD nao foram encontrados nas amostradaekis.

6.7) Técnica de PCRiultiplex

Os genes empregados no presente estudo foranhidssosegundo resultados
obtidos do proprio trabalho e da bibliografia. @oaté o presente momento s6 3 genes
de ESBL blages blapxa €blactx-m) foram identificados erR. aeruginosaestes foram
empregados para o desenvolvimento de um méto@doquanrfirmacdo diagnostica. A
figura 6 mostra amplificacdo dos fragmentos aldas cepa controle.  Apés a
padronizacdo, o método foi testado com as 11 aasostentificadas como positivas
para ESBL e 24 amostras negativas deste estudo. hdldve ocorréncia de nenhum
resultado falso positivo ou negativo com as amsdéstadas.

Comparando-se os resultados obtidos com os méfedosipicos e pelo PCR
multiplex aqui desenvolvido, observou-se que 0 método milaletoi capaz de detectar

maior nimero de amostras que carregam 0s dBaes.v, blaces € blapxa.

1000 pb

500 pb

Figura 6. Perfil de eletroforese do PCHultiplexPM: Peso molecular 100pb;Linha
1:Controleblactx-m, 520 pb; Linha 2: Control®élages 827 pb; Linha 3 : Controle
b|ao)(A, 737 pb
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6.8 ) Ambiente genético d#acrx-u

Entre as cepasacrx.m positivas, em seis foram encontrados integronsldsse
1. Foi escolhida para estudo de ambiente genétiva gepa dePseudomonas
aeruginosablacTx-m-2 positiva. Na analise por PCR, apenas os pares agdrre CTX-
M-2F/Orf513R nao obtiveram amplicons. As bandas eonlzslas na corrida
eletroforética quando submetidos ao seqlienciameapoesentaram 98 a 100% de
similaridade com as sequéncias de varias outradciespbacterianas publicadas no
banco de dadoBLAST. A andlise da posi¢cdo das bandas e das segsé&uquiridas
nos possibilitou saber a disposicdo e o ambiemétpe de blactx.w-2 em cepas de
Pseudomonas aeruginogBiguras 7 e 8). As sequéncias encontradas fordsticadas
no banco de dados @ast com os seguintes niumeros de acesso FJ695IHA 7
e FJ695218.

1 2 3 4 5 4 7 8 % 1011 1213 14 15 18

1500pt
1000pt «— =
500ph <+—

Figura 7. Perfil de eletroforese de mapeamento de intedeodlasse 1. Linha 1, marcador molecular de
100bp ; linha 2, IntlF/QacR; linha 3, IntIF/CTX-MR2 linha 4, CTX-M-2F/QacR; linha 5, AAC-6; linha
6,IntIF/AAC-6R; linha 7,AAC-6-F/Qac R; linha 8, CFM-2F/AAC-6R; linha 9,AAC-6F/CTX-M-2R;
linha 10, Orf513; linha 11,0rf 513F/QacR; linha 12JF/Orf513; linha 13, Orf513F/CTX-M-2R; linha
14, CTX-M-2F/Orf513 R; linha 15, IntlF/sullR; lind®, CTX-M-2-seq.
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aac-F aacS-R o513-F arf513-F CTX- -2
== 8 400ph
, -
s 1-F

g qra-:!E.'l'.'1-F:

Figura 8. Representacdo esquematica dos integrons de classeontrados em cepa de
Pseudomonas aeruginasem A, Integron de classe 1 com tamanho aprox(f®@b; em B,

Integron de classe 1 com tamanho aproximado depb600

6.9 ) Mobilizacéo génica

Todas as cepas positivas apresentaram plasmideosxtracdo. Porém, as
tentativas de mobilizacdo do plasmideo através éodan de transformagdo bacteriana
nao permitiram evidenciar se este plasmideo seregsmonsavel por carrear o gene de
ESBL.

6.10) Tipagem genotipica

Todas as 35 amostras foram submetidas ao métodeRie-PCR As 11 amostras que
apresentaram positividade para o geb®ESBL foram submetidas a analise do perfil de
similaridade genética pelo programa BioNumericge®ultaram  na identificacdo de 11 clones

distintos (figura 9).
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CIM CIM
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VI s samse zoosimmr 4 >16 - Baews C
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H \ || |H ‘ ‘ H ’ ‘ 846  S.waqueal 2007HU 8 > 16 - Bacmoe P
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— ‘ | | || | ‘ | | | | 1 Urina 2008/HBP 16  >16 v Blacmas i
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Figura 9. Diversidade genética das cepas®’deudomonas aeruginobsgsg positivas.
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7) Discussao

A disseminacéo deseudomonas aeruginogaultirresistente vem se acentuando
no ambiente hospitalar e configura um sério problel®m satude publica (Arruc al,
1999; Saderet al, 2001). Com base na literatura, observou-se quesaapdo
desenvolvimento de diferentes classes de antimamob, as bactérias estéo
constantemente apresentando mecanismos que |hesitgoer sobreviver quando
expostas a essas drogas. O que se tem evidencipooa@velocidade das bactérias em
adquirir resisténcia aos novos antibioticos € mgie a capacidade de se desenvolver
novos medicamentos.

As bactérias relacionadas as infec¢cdes hospisalaostram em geral, resisténcia
a multiplos antimicrobianos, as quais sao resp@isfor muitos surtos, sendo este um
fator crucial na epidemiologia de cepas hospitalgidoolenaaet al, 2000).

Desta forma torna-se de fundamental importanaantmecimento e a aplicacao
de metodologias que possam auxiliar no rapido distigo e monitoramento de
resisténcia.

Todas as amostras d@seudomonas aeruginosalo presente estudo
apresentaram-se resistentes a pelo menos 3 clissedibidticos. Hoje, ja ndo é mais
possivel inferirmos todos os mecanismos de resistédle uma cepa apenas pelo
antibiograma realizado rotineiramente no laboratde microbiologia clinica.

Os valores de CIM 90 para a ceftazidima mostrajaena maioria das amostras
deste estudo apresentava uma alta resisténcia amtiiotico. Porém, ndo podemos
deixar de comentar que o valor de CIM 50 para p@blassg, positivo, também frente
a ceftazidima, estava abaixo do breakpoint preaoioizpelo CLSI. Este dado mostra

gue embora as cepas possuidoras de ESBLs confeaisténcia, nem sempre isto
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implicara no aumento in vitro da CIM a niveis caesados de resisténcia, segundo o
breakpoint sugerido pela CLSI. Os relatorios ds&5iCtambém néo alertam para
alguma medida a ser tomada na identificacdo deasc@podutoras de ESBL em
Pseudomonas aerugingsaassim como o faz para membros da familia
EnterobacteriaceaeDeste modo, € certo que a real prevaléncia desgasismos nao
esta sendo devidamente apurada. (CLSI, 2008).

No entanto, os valores de CIM para o aztreonamaisacima do breakpoint de
resisténcia sugerido pela CLSI. A especificidadea esensibilidade do teste de
sensibilidade variam de acordo com o antibidticstai#o. O uso de mais de um
antibiotico aumentaria a sensibilidade do test&ridgem para a deteccao deste tipo de
resisténcia. (Emery, C. L., 1997; Moland, E. S9&9CLSI, 2008).

Véarios métodos estdo sendo propostos para detegpmesenca das enzimas
ESBL, porém, a maioria encontra-se direcionada padeteccdo em bactérias que
possuem pouca ou nenhuma atividade de beta-lactanus origem cromossémica,
como ocorre com enzima AmpC, o que dificulta o désgico, mascarando a presenca
destas enzimas. A deteccdo de ESBL em espéciepagseiem a enzima beta-
lactamase de origem cromossémica induzivel, conmr@cem Enterobacterspp.,
mostra ser um grande desafio. A dificuldade nacgéte de ESBL € maior em cepas de
Pseudomonas aerugingspossivelmente devido a maior impermeabilidadesda
membrana externa quando comparado aos do merabiamilia Enterobacteriaceae,
assim como a resisténcia a antimicrobianos megiadaistemas de efluxo (Pournaras,
2005). Assim, no presente estudo propusemos egmprmétodos fenotipicos e
moleculares para tentar contornar esta dificuldade

Tzelepi e colaboradores em 2000 mostraram que ste te sinergismo de

duplo disco (DDST) com emprego de amoxicilina/clamato (AMC) e cefepima (FEP)

55



poderia detectar eficientemente a producdo de ESBEnterobacterspp. Em nosso
estudo, o método de DDST detectou uma cepaPskudomonas aeruginosgue
carregava genedblactx.y quando utilizamos discos de ceftazidima (CAZ) com
ticarciclina/clavulanato (TIM) ou ainda piperacdiftazobactan (TZP). Assim, o
emprego de discos de CAZ parece ter sido magemrte do que de FEP. Outros
estudos mostraram que a adi¢do de cloxacilina rar Muller-Hinton aumentaria a
sensibilidade do DDST emicinetobacter baumanni{Poirel et al, 2003) ou em
Pseudomonas aeruginog@dubert et al, 2004; Jianget al, 2006), porém, no Nosso
trabalho, este aumento de sensibilidade ndo sarésente.

Weldhagen e colaboradores em 2003 descreveram tiogdonée sinergismo de
duplo disco realizado com IMP e CAZ que seria efité quando realizado em meio de
Agar Muiller Hinton, contendo Cloxacilina (200 udym O sinergismo entre discos de
CAZ e IMP podem ser observados frente as cepasifonmas de enzimas do tipo GES e
PER-1, porém, pode ser mascarado devido a acatwrmdie imipenem sobre AMP-C,
resultando em uma zona de antagonismo entre cgsdile CAZ e IMP. A adicao de
oxacilina ou cloxacilina inibe a atividade de Amp&rmitindo assim, a visualizacao
da zona de inibicdo entre os discos. Este relalicamue a utilizacdo de inibidores de
beta-lactamases cromossémicas pode aumentar dibéade da deteccdo de ESBLs
em Pseudomonas aeruginas®&lo presente estudo tivemos um caso de resultado
positivo frente a este método. Com a adigdo ouleadoxacilina (200ug) ao meio, uma
discreta zona de inibicdo formou-se entre os didésse resultado mostra que o efeito
sinérgico entre CAZ e IMP pode ocorrer frente aasigrupos de enzimas, podendo-se
tornar um marcador de ESBL dAseudomonas aeruginosd?orém, como a zona de

inibicdo formada € muito discreta, 0 teste estditsua erros técnicos de interpretacgéo.
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Kartali e colaboradores (2002) utilizaram com ssoeo método de deteccéo de
ESBL emEnterobacter cloacaeno qual 0,1ug de IMP foi adicionado a um diseo d
CAZ. Neste estudo, cerca de 85% das cepasf.deloacae CAZ resistente que
carregavam o gerda;sc foram identificados fenotipicamente por Pelleget@l. Em
2006 estes mesmos autores utilizaram este mé@mdodeteccdo de ESBL no qual
58% das cepas deseudomonas aeruginospie carregavam o gerages foram
identificadas por esta técnica. Nosso estudo ehtev resultado positivo utilizando o
mesmo meétodo, porém, ao analisar por PCR ndo segoin amplificar nenhum gene
relacionado as ESBLs. Embora, fenotipicamentessi@ehavido um aumento de 10mm
no halo de inibicdo formado ao redor do disco d& GQ30ug). Pellegrinoet al,
utilizaram um breakpoint de 5mm para caracterizamergismo como positivo. Para
confirmar o resultado falso- positivo ou a ndo dgdie da enzima pelos iniciadores
utilizados, em nosso estudo, seria necessariditjoana hidrolise do antibidtico. As
cepasblacrx.m positivas ndo mostraram atividade sinérgica coranprego desta
técnica. E sabido que GES-1 e IBC-1 podem seidmébpor imipenem em baixas
concentracdes (Kartadit al, 2002; POirel, 1999), porém, 0 mesmo parece naaearc
com as enzimas CTX-M.

Os vaérios testes fenotipicos realizados puderarfirc@r a grande dificuldade
de se estabelecer um teste fenotipico padrédo paes dd”.aeruginosgprodutoras de
ESBL. Entre os 4 testes fenotipicos positivos, ivesn relacionados a cepas que
apresentaram PCR positivo para o géterx.m, porém, nunca um unico método
conseguiu identificar todas as cepas possiveisgagpbras do gene em questao.

Foi proposto portanto, uma técnica de PERItiplex para o diagndstico das
cepas positivas. A amplificacdo simultanea de @ifeys segmentos genéticos, permite a

identificacdo dos diferentes genes associados semga de ESBL em uma mesma
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reacdo de PCR. Ha véris descricbes do usmultplex para a deteccdo destes genes ,
porém, visando encontrar os genes encontrados miéiafadas Enterobactérias (Xu,
2005; Chia, 2005; Jemina, 2008). Nossa preocupémadesenvolver um método
dirigido para a deteccédo de genes de ESBL encastrachPseudomonas aeruginosa
no Brasil tais comoblacTx.m, blaoxa € blages (Picdo, 2009; Castanheira, 2004; dados
do autor). Os iniciadoresitilizados neste estudo foram os mesmo utilizadogniplex
PCR. As bandas ficaram nitidas e ndo houve indgpdade. Apesar do numero de
amostras ndo ser suficiente para testes estasigfieosensibilidade e especificidade
neste estudo, podemos dizer que o teste molecol@eguiu diagnosticar maior
namero de amostras positivas do que o teste feootiO estudo de testes moleculares,
como o método de PCRmultiplex para a amplificacdo dos genes de ESBLs €
importante no que diz respeito a maior rapidez idgrebstico e , assim, melhorar o
prognostico do paciente.

Entre os seis genes de ESBL pesquisadados emasdamostras estudadas no
presente trabalho, comblactx.m, blaoxa, blarem, blaspy, blaces € blaper  foram
identificados dois: os genbtactx-m € bla oxa. A amplificacdo destes genes por PCR
mostrou 11 isolados que carregavam gdvslasrx-m (9) ou blaoxa (2). Cantonet al
(2006) relataram na Europa o primeiro cas®kderxy em Pseudomonas aeruginasa
Celenzaet al (2006) relataram no mesmo ano uma alta preval&@ecigeneblacTx-m
em isolados clinicos d@.aeruginosgrovenientes de hospitais da Bolivia. Desde entéo,
a associagao dblactx-v em Pseudomonas aeruginosa@o tem sido relatada. As
enzimas do tipo CTX-M ocorrem em todo o mundo emmbres da familia
Enterobacteriaceae(Bradford, 2001). No Brasil, a presenca @éacrx.m-2 em
P.aeruginosafoi relatada pela primeira vez em 2008, por nogsgo, em isolados

clinicos recuperados desde 2004 de diferentepithizssde Sao Paulo(Silvet al,
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2008). Mais tarde a presenca deste gene tambéncoigirmada por Picdo e
colaboradores (2009) quando relataram um casaaclguim uma cepa d& aeruginosa
produtora de CTX-M-2 em um hospital Universitare $ao Paulo Assim, a presenca e
disseminacéao delactx.w em cepas dBseudomonas aeruginosa Brasil, ja € um fato
real, porém, pode néo estaendo detectado, o que pode levar a sérias pragiep. A
mobilizacdo por plasmideos tem em geral, contribbui@ transferéncia horizontal entre
géneros e espécies de forma inespecifica.

A presenca do gerfdlapoxa € mais frequente entre as ESBL quando se trata de
Pseudomonas aeruginogaan, 2006). Porém, nosso trabalho mostra umauémcja
maior de genedblactx-v. Uma das amostralslapxa positiva mostrou-se sensivel a
cefepima e resistente a ceftazidima, resultado difeee do encontrado na literatura
onde ha citacdo de que enzimas do grupo OXA guelisdm mais eficientemente
cefepima do que ceftazidima (Aubettal, 2001)

Os valores de CIM frente aos aminoglicosideos f@iomque 512 g/ml,em mais
de 50% das cepas estudadas, dados estes muito dairngeakpoint sugerido pelo
CLSI. No antibiograma, seis isolados apresentaemisténcia a pelo menos 3 drogas da
classe dos aminoglicosideos. Os genes para asagestil6S tém sido relatados em
muitos paises da Europa e da Asia, muitas vezesssociacdo com os genes das
enzimas CTX-M. Tais isolados apresentam alta é&sisd para os aminoglicosideos,
com valores de CIM elevados e com a caracterigtgsasténcia a 3 ou mais
aminoglicosideos no antibiograma (Yamane, 2005hi dD al (2006) descreveram o
primeiro relato, no Brasil, da co-producdo de stk 16S e metalo-beta-lactamases
em P.aeruginosa. A co-producdo de SPM-1 e Rmt-D dPaeruginosatambém foi
estudada pelo nosso grupo e encontrada em ce@3Peleas cepas (Nevesal 2007).

Esta hipotese foi estudada neste trabalho, porémfaram encontradas metilases 16S
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em nenhuma das cepas ESBL positivas estudadassmareorrendo para o total de
amostras restantes. Deste modo, ndo pudemos avedisy estudo, qual seria um bom
indicador da presenca de metilases 16S em isolB@Bseudomonas aerugingsaas
pudemos verificar que o fato da cepa apresentar rsisténcia a 3 ou mais
aminoglicosideos néo é suficiente para dizer queateeda presenca de metilases 16S.

Os isolados produtores de ESBL ndo apresentaramarelclonal, sugerindo
origem distinta, podendo ocorrer transferénciaizbotal auxiliado por plasmideo.
Picédo e colaboradores (2009) sugerem em seu trafathndo encontraram plasmideos
e as tentativas de mobilizacdo génica falharamng&sso estudo, todas as cepas CTX-
M positivas apresentaram plasmideos, porém, ndgeofds sucesso na tentativa de
transferéncia. Este dado pode corroborar comlasseda literatura e significar que os
genes de CTX-M podem ter uma localizacdo cromossbnam Pseudomonas
aeruginosa.

Neste trabalho foi estudado o ambiente genéticget@blactx.m-2. A amostra
886 foi a de escolha para este estudo. Foram enadost genes relacionados a
resisténcia a aminoglicosideos: aac-6 e aadAG6 tades que corroboram com a
literatura. Muitos estudos associam a resistén@aPsgeudomonas aeruginosa
aminoglicosideos as enzimas 6 - fosfotransferasé- dosfotransferase que modificam
neomicina e kanamicina , tornand® . aeruginosanaturalmente resistente a esses
aminoglicosideos ( Mingeot - Lecleeg al ., 1999 ). Algumas amostras também podem
produzir 3 - acetiltransferase e 2 - adeniltrasferque modificam a gentamicina e a
tobramicina . A producdo de 6 ’- acetiltransferasmfere resisténcia também a
amicacina ( Mingeot - Lecleret al ., 1999 ). E interessante destacar que o gene@ac
, que codifica a enzima acetil transferase 6, fstfilentemente associado com genes

gue codificam ESBLs ( Poole , 2005 ). A enzima &&d# descrita enPseudomonas
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aeruginosapor Naas e colaboradores em 1999. Neste trabashaytores realizaram a
caracterizacdo molecular de um integron class®1 due carrega o gene que codifica a
enzima aadA6 e outro gene cassetéD, que codifica um polipeptideo de funcéo ainda
desconhecida. Nosso trabalho encontrou os mesnmes gassetes presentes também
em integron classe 1.

O estudo do ambiente genético do gblerxm-2 revelou que esta cepa de
Pseudomonas aeruginosarrega consigo um forte arsenal de resistén@ahdin dos
genesblacrtx.v foi descrito em forma de cassete em integron elasgporém, nossos
resultados nos levam a acreditar neste fato. Ep=®ss encontram-se localizados na
posicdo abaixo dogeneorf513 e entre uma duplicacdo do tandem gacE/sull (Poirel
2008). A figura 10 mostra como podem estar ardamgaos genes encontrados no
presente estudo. E interessante notar, que a stpdada carregprovavelmente dois
integrons de classe 1. Com esse elemento, as fiepascom a capacidade duplicada

de carregar genes de resisténcia.

. Bl
imill gacEAl sy orfAld CTXM- A T antt

T —x—omEm)

IsCRY

Figura 10. Representacdo esquematica da estrutura gergiceonada a aquisicao de
genedlactx-m; adaptado de Poirel, 2008.

Os integrons de classe 1 em plasmideos pareceoorieribuido para a
disseminagdo horizontal dos genes de resisténstaid& o ambiente genético dos
genesblagsg. € importante para sabermos quais 0s determinalgegrevaléncia e
expressao destes genes.
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8.) Conclusdes

8.1) A expressédo da enzima ESBL.esta relacionapi@esenca de genbBlcrx.v €

blapxa entre os isolados do presente estudo.

8.2) Os genes que conferem resisténcia as metil&seRNAr ndo estao relacionados a
cepa dd’seudomonas aeruginogarodutores da enzima ESBL isoladas nas amostras
de Sao Paulo.

8.3) Nenhum método fenotipico foi capaz de detecgrresenca de ESBL em 100%
dos isolados.

8.4) O método de PCR Multiplex padronizado nestbalho foi capaz de detectar os
genesblacTx-m, blaoxa € blages relacionados a ESBLs eRseudomonas aerugingsa
com maior indice de positividade do que obtidose cnétodos fenotipicos.

8.5) As cepadblagsg, positivas mostraram baixa similaridade genétigeodem estar
disseminadas em varios hospitais de S&éo Paulo.

8.6) O mapeamento e sequenciamento do integroseclasncontrado revelou duas
cepas carreadoras de dois diferentes integronksise 1, com genbfacrx.v-2, aaco,

e aadAG6 codificadores de resisténcia para as cefalosgp®de terceira geracao e para
aminoglicosideos.

8.7) As cepas déseudomonas aeruginosdo presente estudo mostraram Varios
elementos de mobilizacdo genéticos, como integg@ejuéncias de insergao, que
podem estar participando na disseminacdo deémsia aos antibioticos beta-

lactamicos de amplo espectro.
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