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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo, aerdbio, ndo formador de esporos
encontrado no solo, dgua, plantas e animais, incluindo os seres humanos, onde provoca
infecgdes oportunistas. Infecgdes causadas por P. aeruginosa sio de dificil tratamento
devido a sua viruléncia e resisténcia a varios antimicrobianos. Os carbapenémicos sio
geralmente ativos contra P. aeruginosa multirresistentes, mas as altas taxas de resisténcia a
estas drogas estdo se tornando comuns e podem indicar a producdo de metalo-beta-
lactamases (MPBLs). O propdsito deste estudo foi detectar e identificar, em cepas de P.
aeruginosa resistentes a carbapenémicos genes que codificam a produ¢do de MPLs
(blaspm, blapp e blayi) ¢ ESBLs (blactxm € blaggs), e avaliar a similaridade genética
entre as cepas. Foram avaliadas sessenta cepas de P. aeruginosa resistentes aos
carbapenémicos isoladas de pacientes do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, no
periodo de junho de 2009 a dezembro de 2009. Os testes de sensibilidade foram realizados
de acordo com a padronizagdo do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI)
(2009) utilizando o método de disco-difusdo. O teste fenotipico para a produgdo de MPBLs
foi realizado através do método de aproximagao de discos, com os substratos ceftazidima e
imipenem e com o inibidor de MBLs 2-MPA. A detecg¢do dos genes de MBLs blanp,
blay e blaspm € de ESBLs blacrx.m € blages foi realizada por PCR, e a identificagdo
através de seqiienciamento. A avaliagdo da similaridade genética entre as cepas foi
realizada nas amostras produtoras de MBL e ESBLs do tipo CTX-M através de PFGE. No
teste de suscetibilidade por disco-difusdo 98,3% (59/60) das cepas apresentaram resisténcia
ao imipenem e 75% (45/60) ao meropenem. Polimixina B foi o unico agente a inibir o
crescimento de 100% das amostras. A amostra clinica mais frequente foi aspirado traqueal,
correspondendo a 40% (24/60) do total. No teste fenotipico, quatorze cepas (23,3%)
apresentaram resultado positivo. O gene blagpy.; foi detectado em 16,7% das cepas
(10/60) e blapp; em 13,3% (8/60). O gene blayyy ndo foi detectado. Em relagdo aos
genes de ESBLs, blacrx.m foi detectado em 21,7% das cepas (13/60) e blages em 3,3% das
cepas (2/60), sendo PHB59 carreadora de blaggs., € PHB64 carreadora de blagess. A
analise da eletroforese em campo pulsado mostrou que as cepas carreadoras de blaspm
estdo geneticamente relacionadas e pertencem a um unico pulsotipo (A). As cepas
carreadoras de blapp.; € blactx.m pertencem a diferentes pulsotipos, havendo agrupamento

de algumas cepas em um unico pulsotipo (B). A ocorréncia da transmissdo horizontal de
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cepas carreadoras tanto de blapp-1, blaspm.1 € blactx.m foi inferida através da observagdo do
isolamento de cepas do mesmo pulsotipo de diferentes pacientes. Esses resultados mostram
que a producdo de MPBLs ndo é o principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos
apresentado por P. aeruginosa no HB, e reforcam a necessidade de revisdo das medidas de

controle da infecgdo na instituicdo.

Palavras-chaves: Metalo-beta-lactamases, Pseudomonas aeruginosa, Carbapenémicos,

Infecg@o hospitalar, Resisténcia.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a versatile microorganism, with low nutritional demands and
easy proliferation in culture medium. It’s a Gram-negative bacillus, aerobic, non-
sporulated and it can be isolated from soil, water, plants and animals, including humans. P.
aeruginosa infections are hard to treat because of its virulence and resistance to various
antimicrobials. Carbapenens are usually active against multiresistant P. aeruginosa, but
high levels of resistance to these antibiotics are becoming common and it can indicate
metallo-beta-lactamases presence (MBLs). The purpose of this study was to detect and
identify, in P. aeruginosa strains, MBL and ESBL encoding genes (blaspm, blane, blaym,
blactx.m and blaggs) and to determine genetic similarity between the carrier strains. The
study was done analyzing sixty P. aeruginosa strains resistant to carbapenens isolated at
Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, in the period of june/2009 to December/2009.
The isolates were submitted to disc-diffusion susceptibility test, as standardized by the
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) (2009). The phenotypic test for MBL
production was performed by means of the double disk synergy method, having
ceftazidime and imipenem used as substratum and 2-MPA as an inhibitor. The polymerase
chain reaction (PCR) was used to detect the MPBLs genes (blapp, blaym, blaspy) and the
ESBL genes (blactx.m and blaggs) and sequencing was carried out for their identification.
The genetic similarity between the strains was evaluated in samples which were positive
for MBLs and ESBLs genes using the PFGE technique. In disc-diffusion susceptibility
test, 98,3% (59/60) of the strains were imipenem resistant and 75% (45/60) were
meropenem resistant. All isolates were inhibited by Polymixin B. Tracheal aspirate were
the most frequent isolated clinic specimen, with 40% (24/60) of total. Fourteen strains
(23,3%) were positive in phenotypic test and in PCR, 16,7% (10/60) of the isolates were
positive for blaspm.1 and 13,3% (8/60) for blamp.;. No blaymn gene were detected. The
percentage of ESBL genes detected was 21,7% for blacrx-m- and 3,3% for blages (blages-1
in strain PHB59 and blaggss in PHB 64). The PFGE analysis showed that all blagpy.
gene-carrying strains were genetically related (Pulsetype A), suggesting a horizontal
transmission. The majority of the isolates carrying blapp.; and blacrxam., were related
genetically (Pulsetype B), but some of them were not. The horizontal transmission
occurence between the blaspm.1, blanp.; and blacrx.m-2 carrier strains was inferred by

observing that the same pulsotypes (A e B) were isolated from different patients. These
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results show that MBL production is not the main resistance mechanism to carbapenens

presented by P. aeruginosa at HB, and they increase the need for revising the infection-

control measures in the institution.

Key-words: Metallo-beta-lactamases, Pseudomonas aeruginosa, Carbapenens, Nosocomial

infection, Resistance.



INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Pseudomonas aeruginosa ¢ um dos principais agentes etiologicos de infecgdes
relacionadas a assisténcia a saiude (IRAS) no mundo, principalmente em pacientes
propensos devido a imunossupressdo, rompimentos de barreiras fisicas (queimaduras,
cirurgias, danos oculares, procedimentos invasivos) e doengas de base, como o diabetes
mellitus e a fibrose cistica.

Os carbapenémicos imipenem e meropenem s3o drogas de escolha para o
tratamento de infec¢des graves causadas por P. aeruginosa. Entretanto, a frequéncia de
isolamento de cepas resistentes a estas drogas tem aumentado consideravelmente em todo
o mundo e na América Latina, e, inclusive no Brasil, a prevaléncia das infecgdes por P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos tem crescido mais rapidamente que em outras
regides.

A producdo de carbapenemases é um mecanismo de resisténcia de grande
importdncia em P. aeruginosa, pois cepas produtoras sdo resistentes ndo apenas ao
imipenem e ao meropenem, mas também a outras drogas beta-lactdmicas usadas para o
tratamento. Estas enzimas, codificadas por genes localizados em elementos genéticos
moéveis, como integrons inseridos ou ndo em plasmidios tém disseminado rapidamente
entre patdgenos de importancia clinica, como P. aeruginosa. Além disso, a disseminagio
de clones produtores de carbapenemases ¢ um importante fator para o declinio da
susceptibilidade a estas drogas. Esta realidade torna a deteccdo precoce de cepas
produtoras de carbapenemases uma importante tarefa para os laboratdrios clinicos de todo
o mundo, pois a prescri¢do correta dos antimicrobianos influencia o sucesso do tratamento
¢ auxilia na redu¢do dos indices de infeccao.

O Laboratério de Microbiologia do Hospital de Base de Sao José do Rio Preto (HB)
isola com alta frequéncia cepas de P. aeruginosa resistentes ao imipenem e/ou meropenem.

Esta realidade pode ser explicada pelas caracteristicas do hospital, que realiza
procedimentos de alta complexidade, como transplantes de rim, figado, medula dssea e
cornea, cirurgia cardiaca, neurocirurgia, atendimento ao trauma, entre outros. Além disso,
¢ o unico hospital de referéncia para o tratamento de AIDS e fibrose cistica na regido.

Os mecanismos responsaveis pela significativa resisténcia aos carbapenémicos

apresentada por P. aeruginosa isoladas no HB ndo sdo conhecidos. Acreditamos que os
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dados gerados por este estudo serdo uteis para o melhor conhecimento da epidemiologia da

resisténcia aos carbapenémicos em nossa institui¢do e no Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pseudomonas aeruginosa e as Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude

Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo, ndo-fermentador da glicose,
pertencente 4 familia Pseudomonaceae. E uma espécie estritamente aerdbia, que obtém
energia através do metabolismo oxidativo dos carboidratos, movel por um tnico flagelo
polar. Cresce em temperaturas que variam de 5°C a 42°C, sendo 37°C a temperatura ideal
para seu crescimento. Produz pigmentos fluorescentes difusiveis (pioverdina e piocianina)
e, algumas cepas podem produzir pigmentos vermelho-escuros ou pretos, que recebem o
nome de piorrubina e piomelanina. (KISKA & GILLIGAN, 2003; MURRAY, 2003).
Ubiquo na natureza ¢ encontrado no solo, 4gua, plantas e animais, incluindo os seres
humanos. Multiplica-se com poucas exigéncias nutricionais, com proliferagdo favoravel
em varios meios de cultura, sem necessidade de fatores organicos de crescimento, sendo
inclusive capaz de sobreviver em agua destilada (ADACHI et. al., 2009; POLLACK,
2000). Possui um dos maiores genomas entre os procariotos e codifica grande quantidade
de proteinas envolvidas nas fungdes de regulagio, transporte e viruléncia, o que explica a
alta capacidade adaptativa dessa espécie (WOODS, 2004).

P. aeruginosa ¢ um patégeno oportunista, que apresenta resisténcia inata a muitos
anti-sépticos e antibidticos, além de possuir extrema habilidade em adquirir resisténcia aos
tratamentos antimicrobianos (HOBAN, 2003; DEPLANO, 2005). E amplamente
disseminado através das mios de profissionais de saude e fomites contaminados
(WIDMER et al., 1993; POLLACK, 2000), o que contribui para sua prevaléncia como um
importante agente etioldgico de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude em todo o
mundo.

Ha grupos de pacientes propensos a infec¢do por P. aeruginosa: os
imunossuprimidos e os predispostos as infeccdes por quebra de barreiras fisicas
(queimaduras, cirurgias, danos oculares). Entretanto, a grande mortalidade por esse
patogeno ¢ observada em pacientes com alguma doenga de base, como a fibrose cistica,
pois sdo expostos repetidamente a antibidticos, induzindo a pressdo seletiva e
hipermutabilidade nessas cepas (LIVERMORE, 2009; LEE et al., 1999). Outros fatores de
risco para a aquisicdo de P. aeruginosa sdo ventilagdo mecanica, idade avangada, uso de

cateter venoso central ou urinario, diabetes mellitus, hospitalizagdo prolongada e uso
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prévio de antimicrobianos (BARTH & PITT, 1998; GIAMARELLOU &
KANELLAKOPOULOU, 2008).

Estudos realizados em varios paises mostram a importancia de P. aeruginosa como
agente de infec¢des relacionadas a assisténcia a saide. Nos Estados Unidos, Lockhart e
colaboradores (2007) encontraram P. aeruginosa como espécie mais prevalente (22,2%)
nas infecgdes causadas por bacilos Gram-negativos em unidades de terapia intensiva,
sendo seguida de Escherichia coli (18,8%) e Klebsiella pneumoniae (14,2%). No Brasil, P.
aeruginosa ¢ causa frequente de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude, variando de
primeira causa em infecg¢des do trato respiratorio inferior, segunda em infecgdes de ferida
operatoria e do trato urinario e quinta em bacteremias (SADER et al., 2001). Em estudo do
programa MY STIC realizado por Kiffer e colaboradores (2005) onde foram investigadas
infecgdes causadas por bactérias Gram-negativas em vinte hospitais brasileiros concluiu
que P. aeruginosa foi a espécie prevalente com (30,3%).

Em unidades de terapia intensiva cepas de P. aeruginosa multirresistentes sido
agentes comuns de infecgdes (SATOH et al., 2008; CEZARIO et al., 2009; CRIVARO et
al., 2009), e as altas taxas de prevaléncia deste patdogeno assim como a alta resisténcia aos
antimicrobianos tem dificultado a escolha da terapéutica. Infec¢des causadas por cepas
multirresistentes estdo relacionadas a grande morbi-mortalidade e sdo de dificil controle,
ocasionando maior tempo de internagdo hospitalar e alto custo com exames ¢

medicamentos (MARTINS, 2002).

2.2 Resisténcia aos Antimicrobianos em Pseudomonas aeruginosa

Nos ultimos cinquenta anos, descritos como a era dos antibidticos, surgiu uma
grande diversidade de drogas antimicrobianas, que alteraram drasticamente a historia da
medicina e permitiram o tratamento de infec¢des antes fatais. Infelizmente, os beneficios
trazidos por estas drogas foram acompanhados pelo surgimento da resisténcia aos
antimicrobianos em varias espécies de bactérias patogénicas (MOELLERING, 1998), o
que dificulta o tratamento pela limitagdo das opgdes terapéuticas (ALEKSHUM & LEVY,
2007).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode ser resultado de mecanismos
intrinsecos ou adquiridos. A resisténcia intrinseca é uma caracteristica natural de

determinados grupos de bactérias, sendo espécies ou género-especifica. Provém da heranga
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genética do microrganismo, sendo transmitida verticalmente as células-filhas. A resisténcia
adquirida ocorre quando as bactérias naturalmente sensiveis tornam-se resistentes, devido a
aquisicdo de genes de resisténcia decorrente da transferéncia de material genético, ou de
mutagdes em genes cromossomais (GOLD & MOELLERING, 1996).

Nos ultimos anos tem sido observado um importante aumento nas taxas de
resisténcia aos antimicrobianos em isolados clinicos de P. aeruginosa (SLAMA, 2008).
Esta bactéria possui grande capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia e
cepas multirresistentes apresentam uma combinagdo de mecanismos intrinsecos e
adquiridos de resisténcia que lhes conferem resisténcia a pelo menos trés classes de drogas
(NORDMANN et al., 2007).

A baixa permeabilidade da membrana externa a determinadas drogas, a produgéo
de beta-lactamases cromossdmicas tipo AmpC e a presenca constitutiva de bombas de
efluxo sdo mecanismos intrinsecos de resisténcia responsaveis pela resisténcia natural
desta espécie as penicilinas de espectro restrito, cefalosporinas de primeira e segunda
geracdo, trimetoprim e sulfonamidas. Opgdes terapéuticas sdo as penicilinas ticarcilina e
piperacilina e as cefalosporinas de amplo espectro (ceftazidima e cefepima), aztreonam,
carbapenémicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas (SPIEGEL, 2005).

Alguns dos mecanismos de resisténcia adquiridos sdo a produgfo de beta-
lactamases de diferentes classes moleculares, de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos, a perda de porinas (proteinas OprD) devido a mutacdo e a
hiperexpressdo de bombas de efluxo (LIVERMORE, 2002; BONOMO & SZABO, 2006;
STRATEVA & YORDANOYV, 2009). Cepas panresistentes combinam diversos destes
mecanismos e sdo resistentes praticamente todos os antimicrobianos comercialmente
disponiveis, exceto a colicistina e a polimixina B, este ultimo, um agente antimicrobiano
catidnico altamente toxico (ZAVASCKI et al., 2007; MICHALOPOULOS & FALAGAS,
2008).

2.3 Resisténcia aos Carbapenémicos em Pseudomonas aeruginosa

A resisténcia aos beta-lactimicos em P. aeruginosa € um sério problema clinico,
pois estas drogas sdo as mais comumente utilizadas entre os agentes antimicrobianos. Os
carbapenémicos, por possuirem amplo espectro de atividade e serem estaveis a maioria das

beta-lactamases sdo uma importante op¢ao terapéutica para as infecgdes graves causadas
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por P. aeruginosa multirresistentes (KATTAN et al., 2008). Sdo utilizados o imipenem ¢ o
meropenem, pois o ertapenem, apesar de seu amplo espectro de agfo, apresenta atividade
limitada sobre P. aeruginosa (SHAH & ISAACS, 2003).

Devido a ampla utilizacdo no ambiente hospitalar, subpopulacdes com
sensibilidades diminuidas ou resistentes aos carbapenémicos tém sido selecionadas, ¢ a
frequéncia de P. aeruginosa resistentes a estas drogas tem aumentado consideravelmente
(MALTEZOU, 2008). Infec¢des causadas por cepas resistentes tém sido descritas na
Europa (SOULI et al.,, 2008), Estados Unidos (MCGOWAN, 2006), América Latina
(ANDRADE et al., 2003) e na Asia (TURNIDGE et al., 2002).

Em paises da América Latina a resisténcia em P. aeruginosa tem aumentado
significantemente em um curto periodo de tempo, sendo que neste continente a prevaléncia
de resisténcia a carbapenémicos tem crescido mais rapidamente que em outras regides do
mundo (GALES et al., 2006). No Brasil, de 26 a 31% das amostras de P. aeruginosa séo
resistentes ao imipenem e meropenem, respectivamente (SILVA et al., 2007), e em alguns
hospitais brasileiros, de 15 a 35% das amostras isoladas de infec¢des sdo consideradas
panresistentes (SADER et al., 1999; GALES et al., 2000).

A resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa é causada pelos seguintes
mecanismos: hiperexpressdo de sistemas de efluxo, alteragdo da permeabilidade da
membrana a droga mediada pela perda ou diminuicdo da expressdo de porinas, alteragdo
das proteinas ligadoras de penicilinas e producido de enzimas inativadoras (STRATEVA &
YORDANOYV, 2009). A perda de uma porina especifica, a OprD, devido a mutagdo no
gene oprD, que codifica porinas com reduzida afinidade pelo imipenem é considerada uma
importante causa de resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa (RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2009), e cepas mutantes sdo frequentemente selecionadas durante a
terapia com a droga (LIVERMORE, 2009). A resisténcia ao meropenem ¢ relatada como
conseqiiéncia da hiperexpressdo do sistema de efluxo MexAB-OprM (HAMMAMI et al.,
2009). Entretanto, diferentes mecanismos podem ocorrer simultanecamente ou em diversas
combina¢des em uma cepa, ¢ a diversidade de mecanismos de resisténcia apresentados por
cada cepa estd associada ao fendtipo de resisténcia, com variagdes na reducdo da
susceptibilidade ao imipenem e meropenem (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2009).

A produgdo de carbapenemases, enzimas que inativam os carbapenémicos, ¢ um
mecanismo de resisténcia emergente. O progressivo aumento na identificagdo de cepas

produtoras, assim como da diversidade de enzimas tem apontado para a importancia deste
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mecanismo como causa da reducdo utilidade clinica do imipenem e meropenem para o
tratamento das infecgdes por P. aeruginosa (LIVERMORE, 2002; HAWKEY & JONES,
2009).

2.3.1 Carbapenemases em Pseudomonas aeruginosa

As beta-lactamases sdo enzimas capazes hidrolisar os antibioticos beta-lactdmicos
através da hidroxila¢do irreversivel da ligacdo amida do anel beta-lactdmico, gerando
compostos sem atividade antimicrobiana (BUSH, 2001). Varios sistemas de classifica¢do
para as beta-lactamases foram propostos, mas atualmente utiliza-se a combinagdo das
caracteristicas estruturais e funcionais das beta-lactamases: a classificacdo molecular de
Ambler (AMBLER, 1991) e a classificacdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (BUSH et
al., 1995). A classificagdo molecular de Ambler baseia-se na homologia de aminoacidos
entre as enzimas, e reconhece quatro classes, designadas de A a D. As enzimas das classes
A, C e D contém serina em seu sitio ativo; as enzimas da classe B s3o representadas pelas
metaloenzimas, contendo zinco no sitio ativo. A classificacdo funcional de Bush-Jacoby-
Medeiros baseia-se na similaridade entre os perfis de substratos e inibidores das beta-
lactamases, e ¢ dividida em diferentes subgrupos.

As carbapenemases, enzimas que degradam os beta-lactamicos da classe dos
carbapenémicos, fazem parte de um grupo heterogéneo de beta-lactamases; sendo
conhecidas as enzimas da classe A de Ambler (subgrupo 2f de Bush-Jacoby-Medeiros),
classe B de Ambler (subgrupos 3a, 3b e 3¢ de Bush-Jacoby-Medeiros) e classe D de
Ambler (grupo 2 de de Bush-Jacoby-Medeiros). As carbapenamases encontradas em P.

aeruginosa até o presente serdo discutidas a seguir.

2.3.2 Metalo-Beta-lactamases

Na classe B de Ambler estdo as metalo-beta-lactamases (MpBLs), carbapenemases
que possuem atividade hidrolitica dependente da interacdo da droga com o ion zinco no
sitio ativo da enzima (NORDMANN & POIREL, 2002; QUEENAN & BUSH, 2007). As
MpLs constituem o grupo de carbapenemases de maior importancia clinica por

apresentarem atividade hidrolitica ndo somente sobre os carbapenémicos, mas também
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sobre penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas e oxacefamicinas e ndo serem inibidas pelo
acido clavulanico ou tazobactam (BUSH, 1998; LARAKI et al., 1999).

Atualmente sdo conhecidas dez subclasses de MPL adquiridas: IMP (imipenemase)
(OSANO et al., 1994), VIM (Verona imipenemase) (LAURETTI et al., 1999), SPM (Sao
Paulo metalo-beta-lactamase) (TOLEMAN et al., 2002), GIM (German imipenemase)
(CASTANHEIRA et al., 2004), SIM (Seoul imipenemase) (LEE et al., 2005), AIM
(Australian imipenemase) (YONG et al., 2007), KHM (Kyorin University Hospital
imipenemase) (SEKIGUCHI et al., 2008), NDM (Nova Deli imipenamase) (YONG et al.,
2009), DIM (Dutsch imipenamase) (POIREL et al., 2009) ¢ TMB (Tripoli metalo-beta-
lactamase (SALABI et al., dados ndo publicados).

A primeira MPBL descrita foi IMP-1, encontrada em uma cepa de Serratia
marcescens no Japdo (OSANO et al., 1994), onde estas enzimas apresentam uma alta
prevaléncia. Atualmente, as MPLs tipo IMP sdo encontradas em outros paises da Asia, na
Australia, Estados Unidos, Canada, Inglaterra, Italia, Portugal e Brasil, em diversas
espécies de enterobactérias e BGNNF (MALTEZOU et al., 2008).

Diferentes nomenclaturas so empregadas para as MBLs adquiridas mostrando
notavel divergéncia nas sequéncias. O mesmo nome, com diferentes nimeros no sufixo,
tem sido designado as variantes alélicas de cada linhagem, que diferem umas das outras
por substitui¢des de aminoacidos (CORNAGLIA et al.,, 2007). Assim, varias variantes
alélicas diferentes de IMP tém sido descritas e podem ser divergentes entre si em até 22%
em nivel de estrutura primaria (ROSSOLINI & DOCQUIER, 2007). O grupo IMP
compreende 26 tipos designados IMP-1 a IMP-26 (http://www.lahey.org/studies/). IMP-1
hidrolisa cefalosporinas de terceira e quarta geragdes (cefotaxima, ceftriaxona e
ceftazidima), carbapenémicos (imipenem, meropenem) e ndo ¢ inibida por &cido
clavulanico, tazobactam e sulbactam (POIREL & NORDMANN, 2002).

A enzima VIM-1 foi encontrada inicialmente em P. aeruginosa, em Verona, na
Italia (LAURETTI et al., 1999), mas atualmente encontra-se disseminada em paises da
Europa, América do Sul, América do Norte, Australia, [ndia, Coréia e Ird (MALTEZOU et
al., 2008). O perfil de hidrolise de VIM-1 ¢ tipico das beta-lactamases da classe B,
ocasiona um significante declinio da suscetibilidade aos beta-lactimicos incluindo
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. Apenas aztreonam, resistente a todas as
MBpBLs, ndo ¢ hidrolisado. Como em blapp, blaypy também esta inserido em integrons de

classe 1 (POIREL & NORDMANN, 2002). Existem varias variantes alélicas de VIM
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descritas e podem ser divergentes entre si em até 27% em nivel de estrutura primaria
(ROSSOLINI & DOCQUIER, 2007). Enzimas do tipo VIM compreendem 23 tipos
designados VIM-1 a VIM-23 (http://www.lahey.org/studies/).

Ha significantes diferengas na capacidade de hidrélise entre os diferentes grupos de
MpBLs (HELFAND & BONOMO, 2005). Dentre as MBLs do grupo VIM, VIM-1 hidrolisa
ceftazidima, piperacilina e meropenem mais eficientemente que VIM-2, diferenca que
pode ocorrer devido a substituicdo de dois aminoacidos (na posi¢do 224 ha substituigcdo de
histidina por tirosina e, na posi¢do 228, serina por arginina) ambos proximos ao sitio ativo
da proteina (DOCQUIER et al., 2003).

A enzima SPM-1 foi inicialmente descrita em uma amostra clinica de Pseudomonas
aeruginosa isolada em um hospital em Sdo Paulo (TOLEMAN et al., 2002). SPM ¢ uma
enzima distinta de IMP e VIM, ndo estd localizada em integrons e representa uma nova
subfamilia de MPLs que hidrolisam preferencialmente as cefalosporinas (TOLEMAN et
al., 2002; ZAVASKI et al.,, 2005; BONOMO & SZABO, 2006).0 gene blaspy esta
localizado no cromossomo bacteriano e a maioria dos surtos de infecgdo por P. aeruginosa
produtoras de SPM-1 sdo causados por um tnico clone (WALSH, 2008).

O gene que codifica SPM-1 parece ser exclusivo de P. aeruginosa, uma vez que,
até entdo, ndo foi detectado em outros microrganismos (POIREL et al., 2004; GALES et
al.,, 2003). Desde a primeira descricdo, esta enzima t€m sido encontrada em cepas
bacterianas isoladas durante surtos de infec¢do em diversos hospitais brasileiros, o que
sugere que blagpm tenha se tornado endémico nestas instituigdes (GALES et al., 2003;
MARTINS et al., 2007).

As enzimas GIM-1 e AIM-1 foram inicialmente descritas em P. aeruginosa, SIM-1
em A. baumannii. Estas enzimas, de menor prevaléncia, foram isoladas durante surtos de
infecg¢do hospitalar na Alemanha (GIM-1), Australia (AIM-1) e Coréia do Sul (SIM-1),
como descrito por Castanheira e colaboradores (2004), Yong e colaboradores (2007) e Lee
e colaboradores (2005). As enzimas mais recentemente descritas, NDM-1 (YONG et al.,
2009), DIM-1 (POIREL et al., 2009) e KHM-1 (SEKIGUCHI et al., 2008) foram isoladas
de cepas de K. pneumoniae na india, Pseudomonas stutzeri na Holanda e Citrobacter
freundii no Japdo, respectivamente.

Na América Latina ja foram descritas as MBLs SPM-1, IMP-1, IMP-16, VIM-2,
VIM-8 ¢ VIM-11 (WALSH et al., 2005), e, no Brasil, ja foi descrito o isolamento de cepas
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de P. aeruginosa produtoras de SPM-1, IMP-1, IMP-16, IMP-18 ¢ VIM-2 (TOLEMAN et
al., 2002; MENDES et al., 2004; SADER et al. 2005b; XAVIER et al., 2006).

2.4 Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBLs) em P. aeruginosa

As ESBL (Beta-Lactamases de espectro estendido) apresentam a capacidade de
hidrolisar as penicilinas, todas as cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta
geracdes e o aztreonam, e sdo inibidas pelos inibidores das beta-lactamases, como o acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam (PATERSON & BONOMO, 2005; BERTRAND et
al.,, 2006). Também ndo possuem atividade contra as cefamicinas, como cefoxitin e
cefotetan.

Estas enzimas pertencem ao grupo 2be e 2d de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al.,
1995) e ao grupo A de Ambler, com exce¢do das ESBL tipo OXA que pertencem a classe
D de Ambler e ao grupo 2be e 2d de Bush-Jacoby-Medeiros (PATERSON & BONOMO,
2005).

Em P. aeruginosa, ja foram descritas as ESBLs tipo SHV, TEM, PER, VEB, BEL,
GES e CTX-M (LIVERMORE & WOODFORD, 2006). No Brasil, existem relatos da
detecgdo de ESBLs tipo GES ¢ CTX-M em P. aeruginosa, e TEM e SHV, comumente
encontradas em membros da familia Enterobacteriaceae ndo foram detectadas em estudo
realizado recentemente (PICAO et al., 2009b).

As enzimas GES possuem uma plasticidade fenotipica incomum, pois além
apresentarem caracteristicas das beta-lactamases de espectro ampliado (ESBLs), como a
atividade contra penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdo € o
aztreonam (PATERSON & BONOMO, 2005), algumas variantes hidrolisam as
cefamicinas e os carbapenémicos (WALTHER-RASMUSSEN & HOIBY, 2007). GES-2
foi a primeira ESBL com atividade sobre os carbapenémicos a ser descrita. Esta enzima,
derivada de GES-1 por uma unica substituicio Glyl70Asn no sitio ativo apresenta
atividade catalitica contra o imipenem 100 vezes maior que a GES-1 (POIREL et al.,
2001a; POIREL et al., 2002b). Além de GES-2, as ESBL GES-4, GES-5, GES-6 ¢ GES-11
também hidrolisam o imipenem (NAAS et al., 2008). GES-5, que apresenta uma
substitui¢do Glyl70Ser é capaz também de hidrolisar a cefoxitina (VOURLI et al., 2004).

Até o presente foram descritas 15 variantes de GES designados GES-1 a GES-15

(http://www.lahey.org/studies/). Quando comparadas com as carbapenemases da classe B
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de Ambler, as enzimas tipo GES apresentam fraca atividade hidrolitica contra os
carbapenémicos (NORDMANN & POIREL, 2002).

Nos ultimos anos, as ESBL tipo CTX-M tornaram-se as beta-lactamases mais
prevalentes, principalmente na Europa ¢ em determinados paises da América do Sul
(CANTON & COQUE, 2006). Estas enzimas pertencem ao grupo 2be ¢ 2d de Bush-
Jacoby-Medeiros (BUSH et al., 1995) e ao grupo A de Ambler (AMBLER et al., 1991) e
ndo apresentam relagdo proxima com as ESBL tipo TEM ou SHV (BRADFORD, 2001).

Essas enzimas sdo classificadas em cinco grandes grupos de acordo com a
similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9 e CTX-M-25, entre as enzimas de um mesmo grupo, o percentual de identidade
¢ igual ou superior a 94%, enquanto entre enzimas de grupos diferentes esta porcentagem ¢
inferior a 90% (BONNET, 2004).

As CTX-M eram inicialmente reconhecidas por hidrolisarem preferencialmente a
cefotaxima, e a maioria das cepas produtoras de CTX-M apresenta MICs para cefotaxima
na faixa de resisténcia, enquanto os MICs para ceftazidima estdo quase sempre na faixa de
suscetibilidade (PATERSON & BONOMO, 2005). Entretanto, recentemente alguns
organismos produtores de variantes de CTX-M com alta capacidade hidrolitica sobre a
ceftazidima tém sido descritos (BONNET et al., 2001; POIREL et al., 2001b; PITOUT et
al., 2004).

Vérios estudos sugerem que as enzimas CTX-M sd3o derivadas de genes
cromossomais de diferentes espécies de Kluyvera que, posteriormente, se disseminaram
entre bactérias patogénicas e ndo patogénicas (DECOUSSER et al., 2001; HUMENIUK et
al, 2002; POIREL at al., 2002a; RODRIGUEZ et al., 2004). A grande capacidade de
disseminacdo destas enzimas entre diversas espécies bacterianas, devido principalmente a
transmissdo horizontal de transposons inseridos em plasmidios conjugativos (POIREL et
al.,, 2001b; CANTON & COQUE, 2006) transformou as CTX-M nas ESBLs mais
frequentemente encontradas em espécies da familia Enterobacteriaceae (BONNET, 2004;
PITOUT et al., 2008;)

Apesar de incomuns em ndo-fermentadores, as ESBLs tipo CTX-M tem sido
descritas em P. aeruginosa (AL NAIEMI et al., 2006; CELENZA et al., 2006; PICAO et
al., 2009a). Segundo Eckert e colaboradores (2006) a disseminagdo de blacrx.m em P.
aeruginosa esta relacionada a associagdo destes genes com o elemento de inser¢do ISEcpl

e integrons. Na pratica clinica, a produ¢do de CTX-M por P. aeruginosa ¢ um problema
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emergente, pois cepas produtoras podem apresentar no teste de suscetibilidade resisténcia a
cefepima e sensibilidade a ceftazidima. Como nfo existe um método fenotipico
padronizado para a detec¢do da producido de ESBLs por P. aeruginosa, infec¢des por cepas
produtoras de CTX-M podem ser erroneamente tratadas com ceftazidima, o que pode levar
a falha terapéutica. Além disso, devido a incapacidade de detecgdo de P. aeruginosa
produtoras de ESBLs, a prevaléncia de CTX-M nesta espécie ¢ subestimada (PICAO et al.,
2009b).

2.5 Vigilancia da Resisténcia

Programas de vigilancia da resisténcia visam determinar perfis de suscetibilidade e
monitorar a evolugdo, transmissdo e expressdo da resisténcia entre varias populagdes de
patogenos. Estes programas tém sido conduzidos em varios paises e geram informagdes
uteis para o controle do surgimento e dissemina¢do dos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos (JONES & MATERSON, 2001). Neste contexto, a caracterizacdo genética
dos mecanismos de resisténcia e a aplicagdo de técnicas moleculares para a avaliagdo da
relagdo genética entre cepas resistentes (tipagem molecular) permitem a obtencio de
informagdes ndo acessiveis pela utilizagdo exclusiva de métodos fenotipicos, permitindo
grandes avangos no conhecimento da epidemiologia e genética da resisténcia bacteriana
(BERGERON & OUELLETTE, 1998; COCKERILL, 1999).

A identificacdo de genes de resisténcia em patégenos comumente associados a
infec¢des relacionadas a assisténcia a saude possibilita antecipar o surgimento de novos
fenotipos e orientar a conduta da terapia antimicrobiana de forma a aumentar sua eficiéncia
e reduzir a prevaléncia de clones resistentes. Estas informagdes, associadas aos dados de
tipagem molecular, facilitam a implantacdo de medidas de barreira (RICE et al., 1996;
RICE, 1999; RAHAL et al., 1998; PFALLER et al., 2001).

Diversos métodos moleculares tém sido para a tipagem molecular de patéogenos
bacterianos (FOXMAN & RILEY, 2001). Estas técnicas podem ser baseadas na analise de
acidos nucléicos, de produtos de PCR, de proteinas e da expressdo de genes. Entre elas, as
técnicas de ribotipagem, PFGE, RAPD e ERIC-PCR té€m sido descritas como eficientes
para a tipagem molecular de patdogenos bacterianos (VERSALOVIC et al., 1991; SADER
et al., 1995; SINGH et al., 2006).
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Em nosso estudo, optamos pela técnica de PFGE para a tipagem molecular dos
isolados clinicos. A técnica de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), baseada na
andlise do perfil de restricio do DNA cromossdmico através de eletroforese em gel
(TENOVER et al., 1995) ¢ considerada padrio ouro para a tipagem comparativa, devido a
sua excelente capacidade discriminatdéria (PFALLER et al., 2001), e tem sido amplamente

utilizada em estudos envolvendo epidemiologia molecular de P. aeruginosa.



OBJETIVOS

14

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Detectar e identificar genes que codificam a produ¢do de carbapenemases em P.
aeruginosa resistentes ao imipenem e/ou meropenem isoladas no Hospital de Base em S&o

José do Rio Preto e determinar a similaridade genética entre as cepas estudadas.

3.2. Objetivos Especificos

- Detectar e identificar os genes para MPBLs blapp, blaspm e blaym
- Detectar e identificar os genes para ESBLs blagese blacrxm
- Avaliar a similaridade genética entre os as cepas de P. aeruginosa resistentes ao

imipenem e/ou meropenem.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo e Manutenciio das Cepas

Foram selecionadas para o estudo sessenta cepas de P. aeruginosa resistentes aos
carbapenémicos imipenem e/ou meropenem, isoladas consecutivamente de pacientes
admitidos no Hospital de Base de SZo José do Rio Preto (HB) no periodo de junho a
dezembro de 2009. Foram considerados para o estudo apenas uma cepa originada de cada
paciente, isoladas de diversos sitios (hemoculturas, uroculturas, culturas de aspirado
traqueal e lavado bronco-alveolar). Os isolados clinicos foram identificados no Laboratorio
Central do HB através de metodologia convencional (testes bioquimicos) ou automatizada
(MicroScan, Dade Behring, Tokyo, Japan), onde também foram realizados os testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos através da técnica de disco-difusdo, de acordo com as
recomendag¢des do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2009). Os testes
de identificag¢do e de suscetibilidade aos antimicrobianos foram realizados pela equipe do
Laboratorio de Microbiologia do Laboratério Central do HB.

Para o teste de disco-difusdo foram utilizados os seguintes antimicrobianos
(Ox01d®, Basingstoke, Inglaterra): aztreonam (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefepima (30
ng), cefotaxima (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), piperacilina/tazobactam
(100/10 pg), amicacina (5 pg), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), levofloxacina (5
ug) e polimixina B (300 U).

Imediatamente apos a coleta, os didmetros dos halos de inibi¢do para cada
antimicrobiano foram anotados e os dados interpretados de acordo com normas do CLSI
(2009). Os isolados clinicos foram encaminhados ao Laboratério de Microbiologia da
FAMERP, onde foram purificados em 4dgar MacConkey (Himedia, Mumbai, India) e
mantidos em coleg¢do de cultura em freezer a -80 °C , para isso, uma colonia isolada obtida
da placa de MacConkey foi inoculada em caldo TSB (“Tryptic Soy Broth”, BACTO™,
Franga) a 37 °C por 16-18 horas. Apds este tempo, 0,7 mL de cada cultura foi transferida
para criotubos estéreis previamente rotulados, onde foram adicionados 0,3 mL de glicerol
50% estéril. Para cada isolado, o armazenamento foi realizado em triplicata ¢ cada criotubo
identificado com um numero da colecdo de cultura e data de armazenamento.
Paralelamente, os dados relativos a cada isolado clinico foram armazenados em uma

planilha, contendo informag¢des como seu numero de identificagdo na colecdo de cultura,
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sempre precedido pelo nimero do prontuario do paciente, data, sitio de isolamento e perfil

de sensibilidade aos antimicrobianos.

4.2 Teste Fenotipico para a Confirmacio da Producio de MBLs

O teste fenotipico para a confirmagdo da producdo de MPLs foi realizado
utilizando-se a técnica de aproximagdo de discos, previamente descrita por Picdo e
colaboradores (2008). Uma colonia isolada de cada cepa bacteriana foi inoculada em caldo
Miieller-Hinton (Himedia, Mumbai, india) e incubada por aproximadamente quatro horas
em agitagdo até atingir a escala 0,5 de Mc Farland (10° UFC/mL). Esta suspensdo foi
inoculada de forma homogénea com o auxilio de um swab em placas de 15 cm preenchidas
com agar Miieller-Hinton, e deixou-se a placa em repouso durante 5 minutos para absorver
o excesso de umidade. Os discos de papel de filtro foram autoclavados a 121 °C por 15
minutos para conferir esterilidade ao material, o inibidor de MBL utilizado foi o 2-MPA
(acido 2-mercaptopropionico) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., EUA). No momento
do uso foram adicionados 5 uL. do 2-MPA a 1,4 mM (1:8) aos discos estéreis. Estes foram
posicionados no centro da placa de Petri ¢ em cada lado foram posicionados os discos
contendo os substratos ceftazidima (30 pg) e imipenem (10 pg) - (Oxo0id®, Basingstoke,
Inglaterra) respeitando a distancia de dois centimetros dos discos dos antibidticos com o do
inibidor 2-MPA. As placas foram incubadas por 18 horas a 37 °C. Foram consideradas
produtoras de MPL as cepas que apresentaram ampliagdo do halo de inibicdo de

crescimento da bactéria testada na regido do agar onde houve a difusdo do 2-MPA.

4.3 Obtencido de DNA Gendomico Bacteriano

Inicialmente, as cepas armazenadas a -80 °C foram reativadas através de cultivo em
caldo TSB por 16-24 horas a 37 °C em agitacdo. Em seguida, uma aliquota da suspenséo
bacteriana (1,5 mL contendo aproximadamente 10° células/mL) foi centrifugada a 8000 g
por 10 minutos. A massa celular obtida foi utilizada para a extragdo do DNA gendmico
bacteriano, através da utilizacdo do Kit “Easy DNA” TM (Invitrogen, Carlsbad,
California).

A massa celular obtida foram adicionados 350 pL da solucdo de lise, seguindo-se
uma incubacgdo a 65 °C por 10 minutos. Apds este tempo, foram adicionados, em cada

tubo, 150 pL da solugdo precipitante ¢ a mistura foi agitada vigorosamente até ficar
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uniformemente viscosa. Em seguida, foram adicionados 500 pL de cloroféormio em cada
tubo ¢ a mistura foi agitada até a obten¢do de uma solugdo homogénea. Os tubos foram
centrifugados a 16100 g por 15 minutos a 4 °C para a separacdo das fases. A fase superior
foi transferida para novos tubos, sendo adicionado 1 mL de etanol absoluto(Merck
Chemicals) a -20 °C em cada um. Depois de homogeneizados, cada tubo foi incubado em
gelo por 30 minutos.

Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados a 16100 g por 15 minutos a 4
°C. O etanol foi removido e o0 DNA precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 80% a -
20 °C e as etapas de homogeneizagio e centrifugag¢do foram repetidas. O sobrenadante foi
descartado e, apds completa evaporacdo do etanol, o “pellet” foi ressuspendido em 100 pL
de solucdo tamponante TE (10 mM Tris e | mM EDTA, pH 8,0) adicionado de 2 pL de
RNAse (2 mg/mL). Os tubos foram incubados a 37 °C por 30 minutos. O DNA obtido foi

armazenado em freezer -20 °C para posterior utilizaggo.

4.4 Deteccio de Genes de MBLs através de Reacdo em Cadeia da Polimerase

4.4.1 Detecgdo do gene blapyp

A amplificac¢do de blanp.; foi realizada utilizando-se os primers descritos por Yan
e colaboradores (2001), IMP1F e IMPIR (Tabela 1). O protocolo utilizado foi descrito por
Senda e colaboradores (1996).

Foram adicionados em tubo “tipo eppendorf”, contendo aproximadamente 100 ng
de DNA, os seguintes reagentes: 5,0 uL de tampao 10X, 1,5 pL de MgCl, (50 mM), 8,0
puL de ANTP (2,5 mM), 5,0 uLl de cada primer (10 pmol/uL), 0,5 ul. de Taq (5 U/uL) e
agua q.s.p. 50 pL. Os tubos foram colocados no termociclador (Veriti 96 wells, Applied
Biosystems, Foster City, CA-USA), programado com passo inicial de desnaturagéo (94 °C
por 3 minutos), seguido por 35 ciclos sequenciais de desnaturagdo (94° C por 1 minuto),
hibridizagdo (50 °C por 1 minuto) e extensdo (72 °C por 1 minuto), com uma fase de
extensdo final a 72°C por 7 minutos. Uma reagdo sem amostra de DNA foi utilizada como
controle negativo. Uma cepa de P. aeruginosa carreadora de blapp gentilmente cedida
pela Dr". Ana Cristina Gales (Laboratério ALERTA /UNIFESP) foi utilizada como

controle positivo.
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Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) a 1,0%, previamente adicionado de brometo de etidio (0,8 pL/100
mL). A eletroforese foi realizada a 50 V/cm durante 60 minutos. A aplicacdo no gel de
agarose foi feita com 10 pL da reacdo, adicionados de 2 pL de solu¢do de azul de
bromofenol. O marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi
aplicado no gel para determinar o tamanho do fragmento obtido. O resultado foi observado
sob luz ultravioleta e fotografado utilizando o aparelho Kodak Gel Logic 2200 Imaging

System (Molecular Imaging Software).

4.4.2 Detecc¢iio do gene blagpm-1

Para a amplificacdo dos genes blagpy.; por PCR, foram utilizados os primers
SPM1A e SPMI1B descritos por Pitout e colaboradores (2005) (Tabela 1). O protocolo
utilizado foi adaptado de Sanbrook e Russel (2001).

Em tubos “tipo eppendorf” contendo aproximadamente 100 ng do DNA de cada
cepa foram adicionados os reagentes: 2,5 pL de tampao 10X, 1,5 uL de MgCl, (50 mM),
4,0 pL de ANTP (2,5 mM), 1,0 pL de cada primer (10 pmol/pL), 0,25 puL de Taq (5 U/uL)
e agua q.s.p 25 uL. Os tubos foram colocados no termociclador (Veriti 96 wells, Applied
Biosystems, Foster City, CA-USA), programado para 94 °C por 2 minutos (primeiro ciclo
apenas), seguido de 30 ciclos sequenciais de desnaturagdo (94 °C por 1 minuto),
hibridizagdo (55 °C por 1 minuto) e extensdo (72 °C por 2 minutos). Apos os ciclos
seqlienciais, um passo de 72°C por 5 minutos foi realizado para extensdo final das cadeias.
Uma reagdo sem amostra de DNA foi utilizada como controle negativo de contaminagfo.
A cepa de P. aeruginosa 1088 carreadora de blaspy gentilmente cedida pela Dr". Ana
Cristina Gales (Laboratorio ALERTA /UNIFESP) foi utilizada como controle positivo. Os
produtos de PCR foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose, preparado

conforme descri¢@o acima (4.4.1).

4.4.3 Detecgdo do gene blayyv.g

Para amplificacdo do gene blayn.; foram utilizados os primers VIM1A ¢ VIM1B
(Tabela 1), descritos previamente por Poirel e colaboradores (2000a). O protocolo utilizado

foi padronizado de Sanbrook e Russel (2001).
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Em tubos “tipo eppendorf”’ contendo aproximadamente 100 ng do DNA de cada
cepa, foram adicionados os reagentes: 2,5 uL de tampdo 10X , 1,5 uL. de MgCl, (50 mM),
4,0 uL de ANTP (2,5 mM), 1,0 puL de cada primer (10 pmol/uL), 0,25 uL de Taq ( 5 U/uL)
e agua q.s.p 25 uL. Os tubos foram colocados no termociclador (Veriti 96 wells, Applied
Biosystems, Foster City, CA-USA), com passo inicial (94 °C por 3 minutos) seguido por
35 ciclos seqiienciais de desnaturagdo (94 °C por 1 minuto), hibridizagdo (50°C por 1
minuto) e extensdo (72°C por 1 minuto) e extensdo final a 72 °C por 7 minutos.

Uma rea¢do sem amostra de DNA foi utilizada como controle negativo de
contaminag¢do. Uma amostra de P. aeruginosa carreadora de blayp gentilmente cedida
pelo Dr. Nilton Lincopan (Laboratério de Resisténcia Bacteriana e Alternativas
Terapéuticas/USP) foi utilizada como controle positivo. Os produtos de PCR foram
visualizados através de eletroforese em gel de agarose, preparado conforme descrigdo

acima (4.4.1).

4.5 Detecciio de Genes de ESBLs através de PCR
4.5.1 Detecciio dos genes blacrx.m e blages

Para amplificagdo do gene blacrx.m foram utilizados os primers e metodologia
descritos por Edelstein e colaboradores (2003) e para amplificacdo do gene blaggs | foram
utilizados os primers descritos previamente por Poirel e colaboradores (2000b),
representados na Tabela 1.

Em tubos “tipo eppendorf”’ contendo aproximadamente 200ng do DNA de cada
cepa, obtido pelo procedimento acima descrito, foram adicionados os seguintes reagentes:
5,0 uL de tampdo 10X, 2,0 uL. de MgCl, (50 mM), 4,0 uL de ANTP (2,5 mM), 1,0 uL de
cada primer (10 pmol/uL), 0,5 pL de Taq (5 U/uL) e agua qg.s.p S0pL. Os tubos foram
colocados no termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, Foster
City CA-USA) , que foi programado para 94°C por 2 minutos (primeiro ciclo apenas),
seguido de 35 ciclos seqiienciais de desnaturagdo (95°C por 20 segundos), hibridizag¢&o
(51°C por 30 segundos) e extensdo (72°C por 30 segundos). Apos os ciclos seqiienciais, um
passo de 72°C por 3 minutos foi realizado para extensao final das cadeias. Foram utilizadas
como controles positivos uma cepa de K. pneumoniae isolada no Hospital de Base de Séo

José do Rio Preto carreadora de blacrx.m pertencente a colecdo de cultura do Laboratorio
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de Microbiologia da FAMERP depositada no “Gene Bank” com nimero de acesso
FJ815246 e uma cepa carreadora de blages cedida gentilmente pelo Dr. Nilton Lincopan
(Laboratorio de Resisténcia Bacteriana e Alternativas Terapéuticas / USP). Os produtos de
PCR foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose, preparado conforme

descrigdo acima (4.4.1).

4.5.2 Agrupamento dos genes blacrx.y por RFLP

A analise do RFLP - “Restriction Fragment Lenght Polimorfism” foi realizada para
agrupar os genes blactx.m amplificados entre os grupos previamente descritos por Bonnet
(2004). As endonucleases de restricdo utilizadas foram selecionadas de acordo com
metodologia descrita por Edelstein e colaboradores (2003).

A RFLP foi realizada em tubos “tipo eppendorf” contendo os seguintes reagentes
da Invitrogen (Life Tecnologies, Brasil): 2,0 uL de tampao React II (10X), 2,0 uL. de BSA
(500pg/mL), 1,0 uL de Enzima Pst I (10U/uL), 0,5 puL. de Enzima Pvu II (10U/pl), 4,5 pL
de Agua Ultra Pura (Invitrogen) e 10 pL de Produto da PCR purificados. As reagdes foram
incubadas a 37 °C por 3 horas.

Apods a digestdo, os produtos foram analisados em gel de agarose a 2,5%,
previamente adicionado de brometo de etidio (0,08 puL/ 100 mL). A eletroforese foi
realizada a 25 V/cm durante 120 minutos. A aplicacdo no gel de agarose foi feita com o
volume total da reag@o (20 uL) adicionados de 2 puL. de solugdo de azul de bromofenol. O
marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen) foi aplicado no gel para determinar o
tamanho dos fragmentos obtidos. O resultado foi observado sob luz ultravioleta e

fotografado conforme ja descrito.

4.6 Purificacio dos Produtos de PCR para Sequenciamento

Os produtos obtidos em todas as reagdes de PCR foram purificados com etanol, de
acordo com metodologia descrita por Sambrook & Russel (2001). Os “amplicons” foram
inicialmente transferidos para tubos de 1,5 ml onde foi realizada a purificagdo. A estes
tubos foram adicionados 3 ul de acetato de soédio 3 M seguido de 150 ul de etanol 100%.

Os tubos foram colocados em freezer -80 °C por 20 minutos para que o0 DNA fosse
precipitado. Submeteu-se estes tubos a centrifugacdo a 16100 g por 20 minutos a 4 °C, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 100uL de etanol 70% (Merck
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Chemicals). Em seguida foi realizada centrifugagcdo de 10 minutos, a 16100 g, a
temperatura de 4 °C, para a obten¢do de um precipitado, o qual foi homogeneizado em 20

ul de dgua ultra-pura (Invitrogen).

4.7 Sequenciamento dos Genes blayyp, blagpy, blayiv, blacrx.m € blaggs

As sequéncias dos genes blapp, blaspy, blayiv, blactxm e blaggs foram
determinadas utilizando-se o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA),
segundo recomendagdes do fabricante. O sequenciamento teve como finalidade confirmar
se os “amplicons” correspondiam realmente aos genes procurados, e, posteriormente, para
identificar os tipos de IMP, SPM, VIM, CTX-M e GES. Os “primers” utilizados para o
seqiienciamento desses genes estdo descritos na Tabela 1.

Na reagdo de PCR para sequenciamento foram utilizados 2,0 pL de “Big Dye
Terminator”, 4,0 pL de solugdo tamponante (5X), 1,0 pL de primer especifico (3.2
pmol/uL), 1,0 uL de DNA purificado com concentragdo aproximada de 200 ng/mL e agua
g.s.p. 20 uL. A amplificagdo foi realizada em 25 ciclos: desnaturacdo a 96 °C por 30
segundos, hibridizagéo a 50 °C por 15 segundos, extensdo a 60 °C por 4 minutos.

As reagdes de seqiienciamento foram realizadas no aparelho 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems Foster City, CA). As sequéncias foram analisadas com auxilio do
programa DS Gene 2.0 (Accelrys, USA) e foram feitas comparagdes com sequéncias

existentes no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

4.8 Avaliacio da Similaridade Genética entre as Cepas de Pseudomonas

aeruginosa por Eletroforese em Campo Elétrico Pulsado (PFGE)

A técnica de PFGE foi realizada de acordo com metodologia descrita por Silbert e
colaboradores (2004).

Aproximadamente 10 colonias de cada amostra bacteriana foram inoculadas em 10
ml de TSB (“Tryptic Soy Broth”, BACTO™ Becton Dickinson,) e incubadas a 37 °C por
18 a 24 horas em agitacdo.

Apds incubacdo, os tubos foram centrifugados a 8000 g por 10 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e as células bacterianas foram suspensas em 1 mL

de solucdio salina e transferidas para um tubo de microcentrifuga (1,5 mL) de peso
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conhecido. Os tubos foram centrifugados a 8000 g por aproximadamente trés minutos e o
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e desprezado. Com a finalidade de se
determinar o peso da massa celular os tubos foram novamente pesados. O centrifugado foi
diluido em salina na propor¢do de 1:1, isto é, o volume da solug¢do salina em ul foi
equivalente ao peso do centrifugado em pg. Um volume de 5 pL desta solugdo foi
transferido para outro tubo, onde foram adicionados 300 pL da solugdo tampdo TEN (Tris
100 mM; pH 7.,5; EDTA 100 mM; NaCl 150 mM; agua destilada). Essa nova solugdo foi
homogeneizada e misturada a 340 puL de agarose 2% ("low melting" - Invitrogen, Carlsbad,
EUA) para a formag¢do de pequenos blocos de gel contendo o DNA cromossémico
("plugs"). Os blocos foram incubados por um periodo minimo de cinco horas em solugio
EC (Tris 6 mM, pH 7,5; NaCl 1 M; EDTA 10 mM ; Brij 58 0,5%; Sarcosil 0,5%;
Deoxicolato 0,2% e agua destilada) a 37 °C e, a seguir incubados, a 50 °C em 2mL de
solugdo ES (EDTA 0,4 M, pH 9,3; Sarcosil 1,0%) contendo proteinase K (20 mg/mL,
Promega Corporation, Madison, EUA) numa propor¢éo de 1:1 (2 mg de proteinase K para
2 mL de ES) por um periodo de 12 horas. Apos este periodo de incubagao os blocos foram
lavados quatro vezes com solu¢gdo CHEF-TE (Tris 100 mM, pH 7,5; EDTA 100 mM) e
armazenados nessa solugdo até serem submetidos a digestdo enzimatica e posterior
eletroforese.

O DNA bacteriano das amostras de P. aeruginosa estudadas foi digerido com a
enzima de restri¢do Spel (Fermentas Life Sciences, MD, EUA), 10 U por amostra, por 12 a
18 horas a temperatura de 37 °C. A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1% no
sistema CHEF-DR 1II (Bio-Rad, Richmond, CA, EUA) e o padrio de variacdo da corrente
elétrica ("switch time") foi de 5 a 60 segundos. A eletroforese foi realizada por um periodo
de 22 horas, em solugdo 0,5X TBE (Tris 89 mM; acido bérico 89 mM; EDTA, 2 mM) a
uma temperatura de 13 °C, utilizando uma corrente elétrica de 200 volts (6 V/cm) com
peso molecular Lambda Ladder PFG marker 50 pg/mL (New England Biolabs, Beverly,
Mass, EUA). O gel foi revelado com brometo de etidio (0,8 pL/mL) por uma hora,
descorados em agua destilada por mais uma hora e fotografado sob luz ultravioleta (Gel
Logic 2200 Imaging System-Kodak Camera Corporation, EUA). As cepas foram
consideradas diferentes quando apresentarem diferengas em quatro ou mais bandas

(TENOVER et al., 1995).



23

MATERIAL E METODOS

Tabela 1. Primers para amplificag@o e sequenciamento de genes pesquisados no estudo.

Amplicon
Gene Funcio Primers 5" a3’ Posicao Referéncia
(pb)
Amplificagdo e TGAGCAAGTTATCTGTATTC 2a2l 240
bl sequenciamento TTAGTTGCTTGGTTTTGATG 741 a 722 Yan et al.,
a
" CGGGCCTGGATAAAAAACTT 4652446 - 2001
Sequenciamento
GCCACAAATTCATTTAGCGG 394 a 413 -
) CTGCTTGGATTCATGGGCGC 25a44 Pitout et
Amplificagdo 784
CCTTTTCCGCGACCTTGATC 808 a 789 al., 2005
ol Amplificagdo e TATCGGAGATCGGAATGAAC -14a6 "
Aspm
sequenciamento AGACTACAGTCTCATTTCGC 834 a 815 Proprio
] AGTAGCGAAAATGCTTGATG 189 a 208 - Estudo
Sequenciamento
AGCTGGTTGAGGTTTCATTTC 554 a 571 -
TCTACATGACCGCGTCTGTC 29 a 48 Poirel et
blaym Amplificacdo 748
TGTGCTTTGACAACGTTCGC 776 a 757 al., 2000a.
) TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 205 a 228 Edelstein
blactxm Amplificagdo 544
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 727 a 748 et al., 2003
ATGATGACTCAGAGCATTCG 1a20
Amplificagdo 866
TGGGTTACGATTTTCGCCGC 866 a 847
AGCTGGAAGCCCTGGAGAAAAG 107a122 -
bl ATCAAGAAGAGCGACCTGG 298 a 319 - Proprio
acTx-
ne TGATTTCAACGCGCTGATTTAG ~ 3012279 - Estudo
Sequenciamento
CACGCTCAATACCGCCATTC 510 a 529 -
AATGGCGGTATTGAGCGTGG 528 a 509 -
CTACCCATGATTTCGGCAGAC 700 a 680 -
Amplificagdo e ATGCGCTTCATTCACGCAC 1a20 864 Poirel et
ol sequenciamento CTATTTGTCCGTGCTCAGG 864 a 846 al., 2000b.
aGEs
] ACTGAGAGAAATTGGCGGA 399 a 417 - Proprio
Sequenciamento
AGTTGTATCTCTGAGGTCGC 528 a 509 - estudo
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Perfil In Vitro da Suscetibilidade aos Antimicrobianos

Neste estudo, cepas de P. aeruginosa apresentando resisténcia ao imipenem e/ou
meropenem foram selecionadas para a investigagdo da diversidade de genes para MfLs.

Com relagdo aos carbapenémicos, 98,3% (59/60) das cepas apresentaram
resisténcia ao imipenem e 75% (45/60) ao meropenem. Varia¢des nas taxas de resisténcia
ao imipenem ¢ ao meropenem ja foram previamente descritas. Rodriguez-Martinez e
colaboradores (2009) observaram maiores taxas de resisténcia ao imipenem quando
comparadas a0 meropenem, ¢, no Brasil, estudo realizado por Silva e colaboradores (2007)
descreveu 26% das amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem e 31% resistentes
ao meropenem.

A diferenga de suscetibilidade entre os antibidticos carbapenémicos pode ser
explicada pela ocorréncia simultdnea ou em diversas combina¢des, de varios mecanismos
de resisténcia como a perda da proteina de membrana externa OprD, da superexpressdo dos
sistemas de efluxo MexAB-OprM, MexXY-OprM ou MexCD-OprJ e da produgdo de
carbapenamases (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2009). Observamos que nove cepas
(PHB3, PHBS, PHB17, PHB22, PHB29, PHB32, PHB39, PHB41 ¢ PHB42) apresentaram
sensibilidade ao meropenem e resisténcia ao imipenem (Tabela 2). Essas cepas
possivelmente apresentam permeabilidade reduzida a droga, que pode ser ocasionada pela
perda da proteina de membrana externa OprD, que causa resisténcia ao imipenem ¢ nio ao
meropenem (BONOMO & SZABO, 2006).

As cepas estudadas também apresentaram um perfil de multirresisténcia (Figura 1),
com altas taxas de resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Com relacdo as cefalosporinas, 78,3% (47/60)
apresentaram resisténcia a ceftazidima, 96,7% (58/60) a cefotaxima e 98,3 (59/60) ao
cefepime. Entre os aminoglicosideos, observou-se que 46,7% (28/60) das cepas
apresentaram resisténcia a amicacina e 83,3% (50/60) apresentaram resisténcia a
gentamicina. Entre as fluoroquinolonas, 78,3% (47/60) apresentaram resisténcia a
ciprofloxacina e 81,7% (49/60) apresentaram resisténcia a levofloxacina. Com relagdo a
combinagdo piperacilina/tazobactam, 78,3% (47/60) das cepas apresentaram resisténcia.
Todos os isolados apresentaram sensibilidade & polimixina B O percentual de cepas

resistentes ao aztreonam foi de 60% (36/60). A polimixina B foi o Unico antimicrobiano
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capaz de inibir o crescimento de todas as cepas estudadas, com uma taxa de sensibilidade
de 100%.

P. aeruginosa multirresistentes tém sido relatadas com grande frequéncia na
Europa, América do Norte e América Latina, sendo que cepas isoladas na América Latina,
inclusive no Brasil, possuem as menores taxas de suscetibilidade aos antimicrobianos
(MOET et al., 2007). O perfil de suscetibilidade das cepas isoladas no HB refletiu esta
realidade, e especialmente neste estudo, o critério de sele¢do das cepas (resisténcia aos
carbapenémicos) ja direcionou para a selecdo de cepas com provavel resisténcia a outras
classes de drogas, ja que os carbapenémicos sdo uma importante opgdo terapéutica para

infec¢des por P. aeruginosa multirresistentes.

96,7 98,3 98,3
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Antimicrobianos

Figura 1. Porcentagem de cepas de P. aeruginosa resistentes aos antimicrobianos. AK: Amicacina;
CN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; LEV: Levofloxacina; CTX: Cefotaxima; CAZ:
Ceftazidima; FEP: Cefepime; TZP: Piperacilina/Tazobactam; [PM: Imipenem; MEM: Meropenem,;
ATM: Aztreonam; PB: Polimixina B.

5.2 Analise Epidemiologica

As cepas de P. aeruginosa incluidas neste estudo foram isoladas de amostras
clinicas obtidas de diferentes sitios anatdomicos (Figura 2). As amostras do trato
respiratorio inferior (lavado bronco alveolar e aspirado traqueal) corresponderam a 48,5%
(29/60) das amostras coletadas, sendo que aspirado traqueal foi a amostra clinica mais
frequente, correspondendo a 40% (24/60) do total. A urina correspondeu a 30% (18/60)

das amostras, seguida por lavado bronco-alveolar com 8,5% (5/60), bidpsias (partes moles,
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fragmento Gimero, fragmento esterno e tenddo do pé) com 8,5% (5/60), secregdes oculares
com 5% (3/60), sangue com 3,3% (2/60), ponta de cateter com 3,3% (2/60) e liquido

pleural com 1,7% (1/60) do total das amostras clinicas.

Bl Aspirado traqueal

@ Urina

O Lavado Bronco-Alveolar
E Biopsia

M Secrec¢des

H Ouiros

H Sangue

Figura 2. Distribui¢do das sessenta amostras clinicas obtidas de P. aeruginosa separadas por sitio

anatomico.

Nas UTIs, estudos relatam que o principal sitio de ocorréncia de P. aeruginosa é o
trato respiratorio inferior, geralmente causando pneumonias associadas a ventilagdo
mecanica (GARAU & GOMES, 2003). Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil
(FREITAS & BARTH, 2002) e em outros paises da América Latina (GALES et al., 2002),
mostram a alta freqiiéncia de isolamento de P. aeruginosa a partir de amostras do trato
respiratdrio e urina. Recentemente, P. aeruginosa foi relatada como causa mais frequente
de pneumonias em pacientes hospitalizados, e o terceiro patdégeno mais frequentemente
isolado de infecgdes urindrias em um estudo realizado no pais (CASTRUCCI, 2008). Nos
Estados Unidos foram analisados mais de 410 mil isolados bacterianos adquiridos em
unidades de terapia intensiva (UTI), no periodo de 1986 a 2003 e P. aeruginosa foi o
segundo patdgeno mais isolado de pneumonias hospitalares, a terceira causa mais comum
de infecgdes urinarias, o quarto patdgeno mais comuns em infecgdes de sitio cirurgico e o

sexto patdgeno mais isolado em corrente sangiiinea (GAYNES & EDWARDS, 2005).

5.3 Teste Fenotipico para a Confirmacio da Producio de MPLs

Entre as 60 amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem e/ou meropenem
estudadas, 23,3% (14/60) apresentaram resultado positivo (Figura 3) no teste fenotipico

para confirmagdo da produ¢io de MBL (Tabela 2).
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Figura 3. Teste de aproximagdo de discos para a confirmagdo fenotipica da produgdo de MPLs:
observagdo de sinergismo entre a ceftazidima e 2-MPA, sugerindo a producdo de MBL pela cepa

PHB 69.

Atualmente ndo had método padronizado para a detecgdo fenotipica de MBLs, mas o
método de aproximagdo de discos para detec¢do do sinergismo entre pelo menos uma das
drogas (imipenem e cefatzidima) e o inibidor 2-MPA foi previamente descrito como
adequado para deteccdo das amostras de P. aeruginosa produtoras de MPL, e recomendado
para a triagem da produgdo de MBLs em amostras clinicas (PICAO et al., 2008). Com base
nesta recomendacio, acreditamos que o teste realizado tenha sido eficiente na identificagdo
das cepas produtoras de MBL, e que a resisténcia ao imipenem e/ou meropenem observada
nestas cepas seja decorrente da produgdo de MBLs.

Apesar do bom desempenho de testes fenotipicos na deteccdo de MPLs, se
recomenda que os resultados de testes fenotipicos sejam confirmados através do teste de
hidrolise de carbapenémicos, considerado padrdo-ouro para detec¢do de cepas produtoras
de MBLs (MIRIAGOU et al., 2010). Pretendemos implantar esta técnica em nosso
laboratorio para realizar a triagem das cepas produtoras de MPLs que serdo submetidas a
investigacdo genética, pois a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ capaz de detectar
apenas a presenca de genes que codificam MBLs previamente descritos (FRANKLIN et al.,
2006; MIRIAGOU et al., 2010).
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5.4 Detecciio e Identificacio dos Genes de MBLs por PCR

Genes que codificam MPBLs foram detectados em 100% das cepas que apresentaram
teste fenotipico positivo, e além destas, nas cepas PHB2, PHB51, PHB53 ¢ PHB60,
totalizando 30% (18/60) das cepas estudadas (Tabela 2).

O gene blagpy. foi detectado em 16,7% das cepas (10/60) e blapp; em 13,3%
(8/60). A figura 4 ilustra a detecgio de blapp ¢ a figura 5 de blagpym. O gene blay néo foi
detectado (Figura 6). Os amplicons foram sequenciados e foi obtida uma similaridade de

100% com blapp.; e blaspy.1, respectivamente.

500 ph
—_—

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificagdo do gene blapp.;. M,
marcador de peso molecular 100 pb; amostras PHB 48, 49, 50, 51, 52 e 53; Controle Negativo;

Controle Positivo. A seta indica o fragmento de 740 pb correspondente ao gene blapp.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificagdo do gene blagpm.i.
M, marcador de peso molecular 100 pb; amostras PHB 10, 11, 12, 14, 17, 18; Controle Negativo;

Controle Positivo. A seta indica o fragmento de 784 pb correspondente ao gene blagpy.
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificagdo do gene blayi.;.
M, marcador de peso molecular 100 pb; amostras PHB 1, 2, 3, 4, 5, 6; Controle Negativo; Controle

Positivo. A seta indica o fragmento de 748 pb correspondente ao gene blayp,.

Estudos realizados no Brasil indicam que blaspy.; € o gene de MBL mais prevalente
em varias regides, com taxas de 5,3% (MARRA et al., 2006), 55,6% (SADER et al.,
2005b) a 62,8% (PICAO et al., 2009b) em Sdo Paulo; 20% no Rio de Janeiro
(CARVALHO et al., 2006), 33% em Minas Gerais (CEZARIO et al., 2009); 7,5% na
regido Norte (VIEIRA et al., 2005) e 19,7% no Sul do pais (MARTINS et al., 2007).

O gene blapp.; ja foi detectado em Sdo Paulo com prevaléncias de 8,3 % ¢ 2,6%
(SADER et al., 2005b; MARRA et al., 2006) e no Sul do pais com prevaléncia de 5,4 %
(MARTINS et al., 2007). Além disso, no Distrito Federal e em Salvador foram detectadas
novas variantes, blapnp.;s (MENDES et al., 2004) e blamp.;s (XAVIER, 2006)
respectivamente. O gene blayy., foi detectado no Brasil por Sader e colaboradores (2005b)
com prevaléncia de 30,6%. Nesse mesmo ano um estudo do programa Sentry (SADER et
al., 2005a) na América Latina onde foram avaliados hospitais da Argentina, Brasil, Chile,
México e Venezuela e blayp., foi detectado somente no Chile e na Venezuela.

Em nosso estudo ndo foi aplicada nenhuma ferramenta estatistica para a
determinacdo da prevaléncia dos genes para MBLs, mas as taxas encontradas estdo em
acordo com as descritas na literatura.

A ndo detecgdo de genes para MPBL em 70% das cepas de P. aeruginosa resistentes
aos carbapenémicos, associado ao resultado do teste fenotipico reforca a hipotese de que a
produgdo de MPBLs ndo é o principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em P.
aeruginosa isoladas no HB. Este resultado sugere a ocorréncia de outros mecanismos de

resisténcia, como mutagdes no gene OprD, que resultam em porinas com reduzida
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afinidade pelo imipenem (LIVERMORE, 2002; FARRA et al., 2008) e ¢ considerado o
principal responsavel pela resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa (RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al.,, 2009). A resisténcia ao meropenem pode ser resultado da
hiperexpressdo de sistemas de efluxo (PAGES & AMARAL, 2009). Além disso, a
resisténcia ao aztreonam, observada em quatro cepas carreadoras de blanp. (PHBSI,
PHB53, PHB60, PHB62) ¢ duas cepas carreadoras de blagpy.; (PHB18 e PHB2S) indica a
ocorréncia de outros mecanismos de resisténcia, como a produgdo de beta-lactamases de
espectro estendido e cefalosporinases do tipo AmpC (LIVERMORE, 2009), pois MBLs sdo
incapazes de hidrolisar os monobactamicos (WALSH et al., 2005).

A sensibilidade da técnica molecular usada para a detec¢@o dos genes para MPBLs
pode ser confirmada pela deteccdo de genes que codificam MPBLs em todas as cepas que
apresentaram resultado positivo no teste fenotipico. Além disso, a detec¢do de blapp.; nas
cepas PHB2, PHB51, PHB53 ¢ PHB60 (Tabela 2), que apresentaram resultado negativo no
teste fenotipico, reforca a necessidade de confirmacdo do fenotipo através do teste de
hidrolise de carbapenémicos.

Todas as cepas carreadoras de blaspm. (10/60) apresentaram resisténcia a
cefotaxima, ceftazidima, cefepime, imipenem e meropenem condizentes com
caracteristicas de cepas produtoras de MPL (CORNAGLIA et al., 2007).

Entre as cepas carreadoras de blapp.;, uma (PHB3) apresentou sensibilidade ao
meropenem ¢ resultado positivo no teste fenotipico; e trés (PHB2, PHB51 ¢ PHB53)
apresentaram sensibilidade a ceftazidima e resultados negativos no teste fenotipico. A cepa
PHB3, apesar de carrear blanp.; e apresentar fendtipo caracteristico para a producdo de
MBL, pode ndo ter produzido enzima na concentragdo suficiente para a hidrolise do
meropenem nas condigdes testadas. Esta hipotese é baseada no conhecimento do ambiente
genético e dos mecanismos de expressdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos. O
nivel de expressdo de genes de resisténcia encontrados em cassetes associados a integrons
¢ afetado pela posi¢do do gene cassete no integron. Assim, genes para MBLs podem ser
expressos em com maior intensidade se estiverem localizados mais proximos do promotor,
resultando em maiores concentragdes da enzima e maiores niveis de resisténcia (COLLIS
& HALL, 1995). E possivel que baixa expressio da enzima IMP-1 na cepa PHB3, seja
resultado da localizacdo do gene cassete no integron, resultando em produ¢do de enzima
em quantidade insuficiente para hidrolisar o meropenem na concentragdo utilizada no teste

de sensibilidade.
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As cepas PHB2, PHB51 ¢ PHBS53, carreadoras de blanp.; apresentaram resultado
negativo no teste fenotipico e foram sensiveis a ceftazidima, fendtipo inesperado para
cepas carreadoras de MPLs. A expressdo do gene blanp.; nessas cepas pode estar fraca,
resultando em produc¢do de concentragdes de MBL insuficientes para a detec¢do fenotipica
através do teste de disco-aproximacdo e para a hidrolise da ceftazidima na concentragéo
utilizada no teste de suscetibilidade. Em estudo de Pournaras e colaboradores (2005) uma
cepa de P. aeruginosa carreadora de blayp., também apresentou sensibilidade a
ceftazidima. De acordo com estes autores, apesar desse resultado ser inesperado, a
produgdo de MPLs isoladamente, pode ndo ser suficiente para elevar a concentragio
inibitoria minima de ceftazidima.

A detecgdo de genes para MPL em cepas sensiveis aos carbapenémicos também ja
foi descrita na literatura: Senda e colaboradores (1996) detectaram cepas carreadoras de
blapyp e Pellegrino e colaboradores (2008) detectaram cepas carreadoras de blaspy
sensiveis aos carbapenémicos. De acordo com Pellegrino e colaboradores (2008), muitos
isolados clinicos de P. aeruginosa carreadores de MBLs demonstram niveis baixos de
resisténcia aos carbapenémicos, indicando que a aquisicdo de genes produtores de MBLs
isoladamente pode ndo conferir, necessariamente, elevados niveis de resisténcia a estas
drogas. Em cepas com baixa expressdo dos genes de MfLs, a resisténcia ao imipenem e
meropenem pode resultar principalmente de alteragdes na permeabilidade da membrana
externa e na expressdo de sistemas de bombas de efluxo, que implicam em altos niveis de

resisténcia aos carbapenémicos (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2009).

5.5 Deteccio dos Genes de ESBLs por PCR

O gene blactx.m foi detectado em 21,7% das cepas (13/60) (Figura 7A) e o gene
blaggs foi detectado em 3,3% das cepas (2/60) (Figura 8). A analise por RFLP mostrou
que todos os blacrxm detectados pertencem ao grupo CTX-M 2 (Figura 7B). O
sequenciamento dos amplicons com “primers” especificos para CTX-M grupo 2
identificou onze cepas como carreadoras de blacrxm. e duas amostras ndo foram

sequenciadas.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose mostrando a amplificagdo do gene blactx.m € 0 seu perfil
de restri¢do utilizando Pst I e Pvu II. A: M, marcador de peso molecular 100 pb; amostras PHB
12, 14, 17, 18, 19, 22; Controle Negativo; Controle Positivo. A seta indica o fragmento de 544 pb
correspondente ao gene blacrx.m. B: RFLP das amostras carreadoras de blacrx.y. M, marcador de
peso molecular 100 pb; amostras PHB 1, 2, 10, 17, 22, 55. Os fragmentos de 355 ¢ 188 pb sdo

caracteristicos de blacrx.y do grupo 2.

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificagdo do gene blaggs. M,
marcador de peso molecular 100 pb; amostra PHB 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64; Controle Negativo;

Controle Positivo. A seta indica o fragmento de 864 pb correspondente ao gene blaggs.

A investigagdo da preseng¢a de genes que codificam ESBLs foi realizada com o
objetivo de identificar o mecanismo responsavel pela resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracdo e ao cefepime nas cepas de P. aeruginosa onde n3o haviam sido
detectados genes para MPBLs. As enzimas CTX-M e GES foram selecionadas por serem
ESBLs cuja freqiiéncia de isolamento em P. aeruginosa tem aumentado nos ultimos anos
(AL NAIEMI et al, 2006; CELENZA et al., 2006; NAAS et al., 2008; PICAO et al.,
2009a; PICAO et al., 2009b).
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A tabela 2 mostra o perfil de suscetibilidade das amostras carreadoras de blactx.m-2
e blaggs. Todas as treze cepas carreadoras de blacrxm apresentaram resisténcia a
cefotaxima e ao cefepime, mas entre estas, cinco cepas (PHB2, PHB22, PHB52, PHB53,
PHB57) foram sensiveis a ceftazidima. A ocorréncia de P. aeruginosa resistentes ao
cefepime, mas sensiveis a ceftazidima tem sido relatada mundialmente (LIVERMORE &
WOODFORD, 2006), e, a produgcdo de ESBLs tipo CTX-M ¢ considerado um dos
principais mecanismos de resisténcia associado a este fenotipo (PATERSON &
BONOMO, 2005), pois estas enzimas sdo reconhecidas por hidrolisar preferencialmente a
cefotaxima, e apresentam baixa capacidade de hidrdlise da ceftazidima (BONNET et al.,
2001). De fato, uma cepa de P. aeruginosa produtora de CTX-M-2 sensivel a ceftazidima
foi recentemente isolada em um hospital de Sao Paulo (PICAO et al., 2009a).

A real prevaléncia de CTX-M em P. aeruginosa é desconhecida, pois ndo existem
métodos padronizados para a deteccdo fenotipica de ESBLs nesta espécie, ¢ muitos
laboratdrios utilizam a resisténcia a ceftazidima como critério para a deteccdo. Assim, a
estimativa da prevaléncia destas enzimas, incluindo CTX-M ¢é comprometida. A realizagdo
de PCR e sequenciamento para a detec¢do e identificagdo de genes ¢ um recurso disponivel
em poucos laboratdrios de pesquisa, € nfo acessivel aos laboratdrios clinicos.

Este trabalho relata pela terceira vez a deteccdo de blacrx.m em cepas de P.
aeruginosa isoladas no Brasil. Os dois primeiros relatos descrevem a presenca de blactx.m-
,» em P. aeruginosa isoladas em um hospital universitirio de Sdo Paulo (PICAO et al.,
2009a; PICAO et al., 2009b).

E interessante observar que blacrx.m. foi detectado em P. aeruginosa isoladas tanto
em S&o Paulo como em S&o Jos¢ do Rio Preto. Estudo prévio realizado no Laboratorio de
Microbiologia da FAMERP (TOLENTINO, 2009) identificou varias cepas de K.
pneumoniae carreadoras de blacrx.m. isoladas no HB. K. pneumoniae ¢ um reconhecido
reservatorio de genes para ESBLs, e a ocorréncia do mesmo gene nas duas espécies
isoladas do mesmo hospital levanta a hipétese de transmissdo horizontal, através de
plasmideos e integrons.

Os amplicons de blaggs, detectados nas cepas PHB59 e PHB64, foram
sequenciados e comparados com sequéncias nucleotidicas presentes no banco de dados e
foi obtida similaridade de 100% com blaggs.; € blages.s, respectivamente. As duas cepas

carreadoras de blaggs, no atual estudo, apresentaram resisténcia ao cefepime e a
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ceftazidima, perfil de resisténcia tipico de produtores desse tipo de ESBL (PATERSON &
BONOMO, 2005).

A enzima GES-1 confere resisténcia as oximino-cefalosporinas, principalmente
ceftazidima (POIREL et al., 2000b). A enzima GES-5 ¢ uma ESBL com atividade de
carbapenemase, com atividade sobre o imipenem (VOURLI et al., 2004). A produgdo de
GES-5 pode ser a causa da resisténcia ao imipenem na cepa PHB 64. De fato, existem
outros relatos no Brasil de cepas de P. aeruginosa resistentes ao imipenem carreadoras de
blages.s (DA FONSECA et al., 2007; PICAO et al., 2009b).

ESBLs tipo GES foram previamente descritas em P. aeruginosa em varias partes do
mundo, como Espanha (VIEDMA et al., 2009), Grécia (KOTSAKIS et al., 2010), Japdo
(WANG et al., 2006), Brasil (PICAO et al, 2009b; DA FONSECA et al., 2007), ¢ sua
disseminacdo nesta espécie ¢ preocupante, pois algumas variantes, como GES-2, GES-4,
GES-5 e GES-6 possuem atividade de carbapenemase (NAAS et al., 2008).

Em nosso estudo foram identificadas cinco cepas carreadoras de genes de MPLs e
ESBLs simultancamente (PHB2, PHB3, PHB53, PHB59, PHB60). Essa combinacdo de
MBL e ESBL em uma mesma cepa foi primeiramente descrita em uma cepa de P.
aeruginosa carreadora de blayn, e blapgr.; isolada na Ttalia (DOCQUIER et al., 2001).
No Brasil, a co-produ¢do de ESBL e MBL foi detectada apenas através de teste fenotipico
em uma cepa de P. aeruginosa isolada no Rio de Janeiro (PELLEGRINO et al., 2002). No
atual estudo foram identificadas cepas carreadores de blapp.; € blacrxm2 € blamp.; €
blages. O acumulo de diferentes determinantes de resisténcia em uma cepa é preocupante,
pois impde uma limitagdo nas opgdes terapéuticas para as infecgdes causadas por Gram-

negativos (PELLEGRINO et al., 2002).
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Tabela 2. Resultados do teste de sensibilidade por disco-difusdo (halo de inibi¢gdo em cm), do teste

fenotipico para MBLs e do teste genotipico. R: Resistente; S: Sensivel.

Teste de Sensibilidade por Disco-Difusdo - Halo (mm)
Antibioticos Beta-Lactamicos Teste
Cepas CTX CAZ  FEP TZP IPM MEM ATM Fenotipico  Genétipo bla

R s R S R s MBL

<14 223 <14 218 <14 >18 <17 218 <3 >1¢ <13 =16 <15 >22
PHB 1 6 6 6 6 10 10 Negativo blactxm2
PHB 2 10 18 6 6 6 17 Negativo  blamp.1, blacrx-m2
PHB 3 6 6 6 6 19 18 Positivo blapp.1, blacTxm
PHB 4 6 6 6 6 12 14 16 Negativo -
PHB 5 6 6 6 19 6 6 22 Positivo blasp.1
PHB 6 6 6 6 10 11 14 14 Negativo -
PHB 7 6 6 6 6 6 6 16 Negativo -
PHB 8 6 6 6 6 6 16 8 Negativo -
PHB 10 13 6 6 13 6 6 23 Negativo blactx.m 2
PHB 11 6 6 6 14 6 6 22 Positivo blagp. 1
PHB 12 6 6 6 16 6 6 19 Positivo blagpu.1
PHB 14 6 6 6 6 10 15 10 Negativo -
PHB 17 6 17 6 16 13 17 16 Negativo blacrxm2
PHB 18 9 6 6 6 6 6 12 Positivo blagp. 1
PHB 19 6 6 6 6 6 14 Negativo -
PHB 22 6 19 6 16 18 8 Negativo blacrx.m2
PHB 24 6 6 6 6 6 6 6 Negativo -
PHB 25 6 6 6 10 10 10 18 Negativo -
PHB 27 6 6 6 10 10 15 8 Negativo -
PHB 28 6 6 6 6 6 6 14 Positivo blaspm.1
PHB 29 19 23 6 17 6 22 12 Negativo -
PHB 30 6 6 6 18 6 6 9 Negativo -
PHB 31 6 6 6 6 6 6 19 Negativo -
PHB 32 6 6 6 12 6 19 13 Negativo -
PHB 33 6 6 6 6 6 6 13 Negativo -
PHB 34 6 6 6 6 6 6 12 Negativo -
PHB 35 6 18 6 21 6 6 6 Negativo -
PHB 36 6 6 6 18 6 13 6 Negativo -
PHB 37 6 6 6 14 6 6 20 Positivo blaspm. 1
PHB 39 10 25 6 14 6 24 21 Negativo -
PHB 40 6 6 6 19 6 6 9 Negativo -
PHB 41 13 20 15 6 6 18 23 Negativo -
PHB 42 19 6 6 25 14 16 23 Negativo -
PHB 43 6 6 6 6 6 14 12 Negativo -
PHB 44 6 17 6 20 10 11 15 Negativo -
PHB 45 6 21 6 15 10 11 10 Negativo -
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Tabela 2. (Continuacdo) Resultados do teste de sensibilidade por disco-difusdo (halo de inibigdo

em cm), do teste fenotipico para MBLs e do teste genotipico. R: Resistente; S: Sensivel.

Teste de Sensibilidade por Disco-Difusdo - Halo (mm)

Antibidticos Beta-Lactamicos

Teste

Cepas CTX CAZ FEP TZP IPM MEM ATM  Fenotipico Genotipo bla
R S R S R S R S g g R S R S MpBL

<14 223 <14 >18 <14 218 <17 218 3 >4 <I3 216 <15 >22
PHB 47 6 6 6 10 6 6 23 Positivo blaspy.1
PHB 49 6 6 6 27 6 6 23 Positivo blapp-;
PHB 50 6 6 6 6 6 12 10 Negativo -
PHB 51 9 20 6 18 6 13 12 Negativo blapp.
PHB 52 6 21 6 25 6 6 17 Negativo blacrxm ke
PHB 53 6 20 6 18 6 6 14 Negativo  blapp.1, blactxm?
PHB 54 6 6 6 6 6 17 Positivo blaspy.
PHB 55 6 6 6 6 6 17 Negativo blacrxm2
PHB 57 13 26 6 6 6 25 Negativo blacrxm2
PHB 58 6 6 6 6 6 21 Positivo blagpum.
PHB 59 6 6 6 22 6 6 21 Positivo blanwp-1, blages.1
PHB 60 6 6 6 10 12 6 8 Negativo  blamp.1, blacrxm2
PHB 61 6 6 6 6 6 6 10 Negativo blacrxm2
PHB 62 6 6 6 6 13 6 11 Positivo blanp.
PHB 63 6 6 6 15 6 6 6 Negativo -
PHB 64 6 6 6 6 6 6 12 Negativo blaggs.s
PHB 65 6 6 6 6 6 6 11 Negativo -
PHB 66 6 6 6 15 6 6 14 Negativo -
PHB 67 6 6 6 6 6 15 13 Negativo -
PHB 68 6 6 6 6 6 12 11 Negativo -
PHB 69 6 6 6 19 6 6 21 Positivo blagpp.;
PHB 70 6 6 6 6 11 11 12 Negativo -
PHB 71 6 6 6 6 6 6 6 Negativo blacrxm2
PHB 72 6 6 6 10 6 6 14 Negativo -
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5.6 Tipagem Molecular

A tipagem molecular das cepas de P. aeruginosa foi realizada para determinar a
relagdo genética entre as carreadoras de blaspm.1, blamp.;, € blactxm2 A analise da
similaridade entre as cepas foi realizada por comparagdo visual dos perfis de PFGE.
Paralelamente, foram avaliadas informag¢des como a data de isolamento e o setor de origem
da amostra clinica (area de internagdo do paciente), para entendimento da rota de

disseminac¢do das cepas.

5.6.1 Tipagem molecular das cepas carreadoras de blagpy.;

A figura 9 mostra o resultado da tipagem das dez cepas carreadoras do gene blagpm.-
1. Na tipagem por PFGE sete cepas (PHBS, PHB12, PHB18, PHB37, PHB54, PHB58 e
PHB69) apresentaram perfis de restri¢do idénticos e foram agrupadas no Pulsotipo A. As
demais cepas apresentaram perfil de restricdo similar ao Pulsotipo A, com diferengas de
uma banda, e foram classificadas como seus subtipos, Pulsotipo A1 (PHB11 ¢ PHB28) e

Pulsotipo A2 (PHB47).
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Figura 9. Eletroforese em campo elétrico pulsado das cepas carreadoras de blagpy.;. Destacados

em vermelho, azul e verde os Pulsotipos A, Al e A2, respectivamente.

A Tabela 3 mostra a relacdo entre os pulsotipos das cepas carreadoras de blagpy.1,
as datas de isolamento e origem da amostra clinica. As cepas do Pulsotipo A foram
isoladas durante um periodo de aproximadamente 4 meses (Julho a Novembro de 2010) e
sdo provenientes de pacientes internados na mesma unidade de terapia intensiva (UTI -
Emergéncia). A tnica excecdo, PHB37, foi isolada de uma unidade de terapia semi-
intensiva, localizada em outro andar do hospital, mas esse mesmo paciente esteve
previamente internado na UTI-Emergéncia. As cepas Pulsotipo Al foram isoladas da
mesma unidade de terapia intensiva (UTI Geral) em um intervalo de trinta e trés dias. A
cepa PHB47 (Pulsotipo A2) foi isolada do sexto andar do hospital, mas esse paciente
esteve internado na UTI Convénio até dia 17/09/09 UTI que se localiza no mesmo andar
que a UTI-Geral.

Os dados acima estdo em acordo com outros estudos, que mostram a disseminagéo de
um tUnico clone de P. aeruginosa produtor de SPM-1 em diferentes cidades do Brasil
(PELLEGRINO et al., 2002; GALES et al., 2003; MENEZES, 2005). Recentemente, foi
demonstrado que variagdes genéticas encontradas entre cepas produtoras de SPM-1 podem

ser decorrentes da variagdo genética do préprio clone ao longo do tempo, e que os diversos
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genotipos de P. aeruginosa produtoras de SPM-1 descendem de um ancestral comum

(CASTRUCKCI, 2008).

O isolamento de cepas do mesmo pulsotipo de pacientes internados na mesma UTI,

em um periodo de tempo delimitado indica a ocorréncia de transmissdo horizontal destas

cepas, carreadas provavelmente por maos de profissionais de saude (PITTET et al., 2006),

fomites compartilhadas pelos pacientes (SANCHEZ-CARRILLO et al., 2009) e superficies

contaminadas (BOYCE, 2007).

Tabela 3: Distribui¢do das cepas carreadoras de blagpy.; no HB.

Data de Material
Cepa Origem Pulsotipo
Isolamento Clinico
PHB 5 UTI-E 2/7/2009 Sangue A
PHB 11 UTI-G 29/7/2009 Asp. Traqueal Al
PHB 12 UTI-E 3/8/2009 Asp. Traqueal A
PHB 18 UTI-E 7/8/2009 LBA A
PHB 28 UTI-G 30/8/2009 Urina Al
PHB 37 UTSI 21/9/2009 Urina A
PHB 47 6° Andar 11/10/2009 Urina A2
PHB 54 UTI-E 26/10/2009 Urina A
PHB 58 UTI-E 3/11/2009 Urina A
PHB 69 UTI-E 23/11/2009  Asp. Traqueal A
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5.6.2 Tipagem molecular das cepas carreadoras de blapvp.; e blacrx.m-

A figura 10A mostra o resultado da tipagem molecular por PFGE de sete cepas
carreadoras do gene blapp.;. A andlise do perfil de PFGE mostrou a diversidade genética
entre as cepas, indicando a ocorréncia de varios clones de P. aeruginosa carreadores de
blapp.; dentro da institui¢do estudada.

As cepas PHB53 e PHB60 apresentaram perfil de restricdo idéntico e foram
consideradas indistinguiveis, sendo agrupadas no Pulsotipo B. A cepa PHB51 apresentou
diferenca de uma banda (auséncia da banda de aproximadamente 339,5 pb) e foi
considerada como um subtipo de B (Pulsotipo B1). As cepas PHB2, PHB3, PHB49 e
PHB62 apresentaram perfis de restricdo distintos, foram consideradas ndo relacionadas
geneticamente ¢ designadas aos Pulsotipos C, D, E e F respectivamente. A cepa PHB59
ndo pode ser tipada por PFGE, provavelmente devido a degradagcdo do DNA (SILBERT et
al., 2003).

Entre as nove cepas carreadoras do gene blacrx.m que foram tipadas PHB1, PHB17,
PHB22, PHB53, PHB60 ¢ PHB71 foram agrupadas como Pulsotipo B, anteriormente
descrito na analise do perfil de PFGE das cepas carreadora de blapp.;. PHB53 ¢ PHB60
(Pulsotipo B) sdo carreadoras de blapp.; ¢ blacrx.m2, assim como PHB2 ¢ PHB3, que
pertencem aos Pulsotipos C ¢ D respectivamente. O Pulsotipo G foi criado para
acomodar PHBS57. O perfil de PFGE da cepa PHB61 ¢ idéntico ao observado pelas cepas
carreadoras de blagpm.; agrupadas no Pulsotipo A. Entretanto, este gene ndo foi detectado
em PHB61. O gene blacrxm ndo foi detectado em nenhuma das cepas carreadoras de
blagpym.1. Trés cepas ndo puderam ser tipadas por PFGE (PHB10, PHB52 e PHBS55) (Figura
10B).
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Figura 10. PFGE. A: Cepas carreadoras de blanp.;.B: Cepas carreadoras de blacrx.2. Destacados

em amarelo os pulsotipos B e B1, em branco pulsotipos C, D, E, F, G e em vermelho pulsotipo A.

A Tabela 4 mostra a relagdo espago-temporal entre os pulsotipos de P. aeruginosa
carreadoras de blapp.; € de blacrx.m. isoladas no HB. O isolamento de cepas do Pulsotipo
B, todas carreadoras de blacrx-m2, em diversos setores do hospital durante um periodo de
aproximadamente cinco meses (Junho a Novembro de 2009) sugere que este pode ser um
clone endémico na instituicdo, disseminado através de transmissdo horizontal. As cepas
PHBS53 e PHB60, carreiam adicionalmente blapp.;, e foram isoladas em um periodo de 13
dias, de dois pacientes internados em diferentes UTIs. O surgimento de uma variante, com
um gene adicional de resisténcia, dentro do mesmo clone sugere a evolugéo deste clone
através da aquisicdo de um elemento genético mdvel e selecdo por pressdo seletiva de
antibioticoterapia com o imipenem, que ¢ amplamente utilizado no HB.

A disseminag@o clonal verificada ndo somente para as amostras produtoras de
SPM-1 como também paras alguns pulsotipos nos isolados de IMP-1 ¢ CTX-M-2
comprova que as medidas de prevengdo de infec¢do hospitalar aplicadas durante o periodo
avaliado foram insuficientes. Esse fato fica claro quando a disseminacdo € observada entre
diversas unidades do Hospital de Base durante todo o segundo semestre de 2009, como
também dentro de uma mesma unidade de terapia intensiva. Os Pulsotipos C, D, E, Fe G
sdo isolados eventuais, podendo ser inclusive agentes enddgenos, adquiridos em

internagdes prévias ou ndo, e selecionados devido a antibioticoterapia prolongada.
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Tabela 4: Distribui¢do das cepas carreadoras de blapp.; € blactx.m.. no HB

Data de Material Enzima

Cepa Origem Pulsotipo
Isolamento Clinico Produzida
PHB 1 INCA 5/6/2009 Urina CTX-M 2 B
IMP-1
PHB 2 UTI-G 9/6/2009 Asp. Traqueal CTXM 2 C
PHB 3 UTSI 11/6/2009 Urina IMP-1
CTX-M like
PHB 10 Ambulatdrio 21/7/2009 Urina CTX-M 2 -
PHB 17 UTI Pediatrica 6/8/2009 Asp. Traqueal CTX-M 2 B
Biopsi
PHB22 Centro Cirrgico  12/8/2009 topsia CTX-M 2 B
Partes Moles
PHB 49 UTI-N 15/10/2009 Urina IMP-1 E
PHB 51 3° Andar 19/10/2009 Urina IMP-1 B1
PHB 52 UTI-P 21/10/2009 Asp. Traqueal  CTX-M like -
IMP-1
PHB 53 UTI-C 21/10/2009  Asp. Traqueal B
CTX-M 2
PHB 55 Emergéncia 1/11/2009 Urina CTX-M 2 -
PHB 57 UTSI 2/11/2009 Urina CTX-M 2 G
PHB 59 UTI-P 3/11/2009  Liquido Pleural IMP-1 -
PHB 60 UTI-E 4/11/2009  Asp. Traqueal IMP-1 B
b iraq CTX-M 2
PHB 61 3° Andar 7/11/2009 Sangue CTX-M 2 A
PHB 62 UTI-E 11/11/2009  Asp. Traqueal IMP-1 F
PHB 71 UTI-E 23/11/2009 Asp. Traqueal CTX-M 2 B

A existéncia dois de pulsotipos predominantes (A e B) entre os isolados de P.
aeruginosa reforca a importancia de medidas de interven¢do que diminua a infecgdo
cruzada, como isolamento de contato, melhor adequacdo da area fisica das unidades de
terapia intensiva e maior aderéncia as medidas de controle de infeccdo hospitalar (AGODI

et al., 2007).
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6. CONCLUSOES

- As P. aeruginosa estudadas sdo carreadoras de blapp, blaspm.1,blacrxm.2, blages:
e blages-s, sendo blagpm.; detectada em dez cepas, blanp-iem oito, blacrxm-2 em treze,

blaggs.1 € blages.s em uma cepa cada.

- As cepas carreadoras de blagpy.; pertencem a um tnico pulsotipo, demonstrando

a disseminagio clonal dentro da institui¢o.

- A diversidade genética dos isolados carreadores de blamnp.; € blacrx.m-2 indica a
ocorréncia de varios clones dentro da institui¢do, apesar de a maioria das cepas carreadoras

de blacrx.m., estarem agrupadas em um pulsotipo dominante (Pulsotipo B).

- O isolamento de cepas do mesmo pulsotipo a partir de diferentes pacientes indica
que as medidas de prevenc¢do de disseminagdo de P. aeruginosa carreadoras de MpPLs e

ESBLs no Hospital de Base foram ineficazes.

- Outros mecanismos, além da produg¢do de MPL, parecem estar associados a
resisténcia aos carbapenémicos em cepas de P. aeruginosa isoladas no Hospital de Base,

sendo necessarios estudos posteriores.
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