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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa conhecida por causar
infeccbes oportunistas em diversos sitios do corpo humano principalmente tendo
como destaque as infeccbes das vias aéreas. Estes patdgenos apresentam
resisténcia intrinseca a varias classes de agentes antimicrobianos, e notével
habilidade em adquirir outros mecanismos de resisténcia, como por exemplo, a agao
de enzimas beta-lactamases. Os genes que codificam essas enzimas geralmente
sdo adquiridos através de mecanismos de transferéncia genética intra e/ou
interespécies. A acdo dessas beta-lactamases juntamente com outros mecanismos
de resisténcia é frequentemente a razdo das falhas terapéuticas durante o
tratamento das infeccOes. Sendo assim, o0 presente estudo visou determinar a
frequéncia genotipica de beta-lactamases do tipo ESBL (Beta-lactamases de
espectro estendido) em isolados de P.aeruginosa provenientes do Hospital das
Clinicas de Pernambuco (HC-UFPE). Os 159 isolados tiveram seu DNA extraido
através do kit Brazol. O DNA obtido da extracdo foi quantificado e diluido para entédo
iniciar a pesquisa genética através da técnica de PCR. Os isolados foram
selecionados para pesquisa molecular de acordo com o perfil de resisténcia. Para o
gene blatem, 1,41% (1/71) apresentou positividade; com relacdo ao blages observou-
se que 2 isolados dos 54 testados (3,92%) carreavam o gene, ap0s sequenciamento
e andlise in silico verificou-se que se tratava da GES-1; a tipagem molecular por
ERIC-PCR demonstrou que os dois isolados sdo geneticamente relacionados. Esses
achados possuem importancia epidemioldgica molecular dado que o gene blages em
P.aeruginosa ainda nado foi descrito no nordeste Brasileiro e o gene blargy em
P.aeruginosa nao foi relatado no Brasil; e portanto, servem de alerta para uma
possivel disseminacdo desses genes que contribuem de forma expressiva na

resisténcia apresentada por isolados de P.aeruginosa.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. beta-Lactamases. Farmacorresisténcia

Bacteriana. Reacdo em cadeia da Polimerase.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacteria known to cause opportunistic
infections in different sites of the human body has especially highlighted infections of
the airways. These pathogens are intrinsically resistant to many classes of
antimicrobial agents, and remarkable ability to acquire other resistance mechanisms ,
such as the action of beta- lactamase enzymes . The genes encoding these enzymes
are usually acquired through gene transfer mechanisms for intra and/or inter-species.
The action of these beta- lactamases with other resistance mechanisms is often the
reason for treatment failure during treatment of infections. Therefore, this study
aimed to determine the genotypic frequency of beta-lactamase ESBL (Extended
Spectrum Beta-lactamases) in P. aeruginosa isolates from the Hospital of Clinics of
Pernambuco (HC-UFPE). 159 isolates had their DNA extracted by Brazol kit. DNA
obtained from extraction was quantified and diluted to initiate genetic research by
PCR. The isolates were selected for molecular research in accordance with the
resistance profile. For blargm gene 1,41% (1/71) were positive, with respect to blages
revealed that 2 of the 54 isolates tested (3,92%) carried the gene after sequencing
and in silico analysis, it was found that GES-1; molecular typing by ERIC-PCR
showed that these two isolates are genetically associated. These findings have
molecular epidemiological importance because blages gene in P. aeruginosa has not
been described in the northeast from Brazil and blarem gene in P. aeruginosa has not
reported in Brazil; and therefore, serve as a warning for a possible spread of these

genes that contribute significantly in the resistance of P. aeruginosa isolates.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. beta-Lactamases. Drug Resistance,

Bacterial. Polimerase Chain Reaction.
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa que cresce no solo,
pantanos e ambientes marinhos costeiros, bem como em plantas e tecidos animais.
Dentre 0 género Pseudomonas a emergéncia da espécie P. aeruginosa como um
patdgeno oportunista pode ser uma consequéncia da sua resisténcia aos
antimicrobianos e desinfetantes que conseguem eliminar outras bactérias ambientais
(STOVER et al., 2000). Seu genoma possui cerca 6.300.000 pares de bases (6,3
Mpb) o que é significativamente maior que a maioria dos genomas bacterianos, e
apresenta cerca de 5.570 codigos abertos de leitura (ORFs-“Open reading frames”),
0 que torna sua complexidade genética proxima de um simples eucarioto como por
exemplo Saccharomyces cerevisiae, cujo genoma codifica cerca de 6.200 proteinas
(STOVER et al, 2000).

Como patdégeno oportunista P. aeruginosa estd geralmente envolvida em
infeccbes respiratorias, do trato urinario, gastro-intestinais, otite média, e
bacteremias em pacientes imunocomprometidos (e.g.:pacientes oncoldgicos, vitimas
de queimaduras, portadores do virus HIV e de fibrose cistica). Essas infeccbes
resultam de morbidade e mortalidade significantes. No século XXI, P. aeruginosa
desempenha um papel de destaque como agente de infec¢cdes hospitalares
(MORITA; TOMIDA; KAWAMURA, 2014).

Dentre as bactérias gram-negativas, P.aeruginosa possui maior facilidade
em desenvolver resisténcia a antimicrobianos (FIGUEIREDO et al., 2007). Essa
capacidade de adquirir resisténcia por varios mecanismos, sejam eles intrinsecos ou
por aquisicdo de determinantes de resisténcia transferiveis, muitas vezes é
desenvolvida durante o tratamento da infeccao, algo que geralmente é inevitavel por
ser inerente a espécie (NEVES et al., 2011; TIAN et al., 2011). Em ambiente
hospitalar, P.aeruginosa tem sido isolada de diferentes superficies abibticas como
equipamentos de ventilacdo e intubacdo, lentes de contato e até piscinas de
hidroterapia (MORALES et al., 2012).

A producéo de enzimas tipo do ESBLs (Extended Spectrum Beta-lactamase)
por parte de isolados clinicos de P. aeruginosa é um importante mecanismo de
resisténcia nessa espeécie e confere resisténcia aos antimicrobianos da classe dos

beta-lactamicos de amplo espectro (e.g.: cefalosporinas de terceira e quarta
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geracado). A presenca de P.aeruginosa carreando genes codificantes de ESBLs vem
sendo documentada em varios lugares do mundo, como por exemplo, China, Reino
Unido, Turquia e também no Brasil. (JIANG et al., 2006; WOODFORD et al., 2008)
YAKUPOGULLARI et al., 2008; UMADEVI, et al, 2011)

No Brasil, P.aeruginosa € um dos principais agentes causadores de infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) onde os diversos estudos apontam para
uma disseminacao clonal da espécie (FREITAS; BARTH, 2002; GALES; TORRES,
2004; SADER et al., 1993). Também é importante salientar a disseminacdo de
clones de alto risco extensivamente droga-resistentes (XDR) (CABOT et al., 2012)
P.aeruginosa tem sido citada no grupo dos patdégenos denomidado “ESKAPE”
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, espécies de
Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter) conhecido
como as mais importantes ameacas emergentes a salde deste século (KANJ;
KANAFANI, 2011)
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Pseudomonas aeruginosa: um patdégeno oportunista resistente

O género Pseudomonas compreende bacilos gram-negativos, aerobios, com
motilidade unipolar e possui cerca de 140 espécies onde a maioria sdo saprofitas.
As principais espécies causadoras de doencas em humanos estdo associadas com
infeccbes oportunistas. Estas espécies incluem P.aeruginosa, P.fluorescens,
P.putida, P.cepacia, P.stutzeri, P.maltophilia e P.putrefaciens (NADEEM et al.,2009).
Pseudomonas aeruginosa tem recebido maior atencdo por estar mais
frequentemente envolvida em infecgcbes hospitalares, sendo um patégeno
frequentemente associado a complicagBes clinicas graves. Esta bactéria pode
acometer qualquer regido do corpo de um paciente susceptivel causando infeccées
de pele em pacientes vitimas de queimaduras, infeccbes em neonatos, infeccdes
oculares, em feridas, ossos e articulagbes, infeccbes do trato urinario e, mais
frequentemente, no trato respiratério (NADEEM et al.,2009; PIRES et al., 2009).

Infeccdes pulmonares em pacientes com fibrose cistica geralmente tem P.
aeruginosa como a principal causa de morbidade e mortalidade, devido a sua
permanéncia nas vias aéreas e a conversado para a variante mucdéide do patdégeno,
mesmo diante de intensa antibioticoterapia (STEHLING; SILVEIRA; LEITE, 2008).
Altas taxas de mortalidade (entre 20% e 38%) também vém sendo atribuidas a esse
micro-organismo nas infeccfes da corrente sanguinea adquiridas em ambiente
hospitalar (FEHLBERG et al., 2012).

Além disso, P. aeruginosa € intrinsecamente resistente a diversos agentes
antimicrobianos e usualmente desenvolve resisténcia a outros agentes
antimicrobianos durante o tratamento da infeccdo com antibiéticos. Dentre o0s
mecanismos de resisténcia intrinsecos podemos citar a expressao constitutiva tanto
de beta-lactamase do tipo AmpC como das bombas de efluxo, combinadas com a
baixa permeabilidade da membrana externa, e combinados a estes, é notavel a
habilidade em adquirir resisténcia através de mutagfes, ou através da transferéncias
de genes provenientes de outras espécies (LIVERMORE, 2002; STRATEVA;
YORDANOV, 2009; TIAN et al., 2011; XAVIER et al., 2010).
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2.2 Mecanismos de resisténcia intrinsecos em Pseudomonas aeruginosa

P.aeruginosa € intrinsecamente resistente a uma variedade de
antimicrobianos (POOLE, 2011). A Expressao constitutiva da beta-lactamase
cromossomal do tipo AmpC e sistemas de bombas de efluxo, combinados com a
reducdo da permeabilidade da membrana externa através da diminuicdo ou
auséncia da expressdo de porinas sdo exemplos de mecanismos de resisténcia
intrinsecos existentes em P. aeruginosa (STRATEVA & YORDANOV, 2009).

Beta-lactamases do tipo AmpC sédo enzimas ndo sofrem a acdo dos
inibidores de beta-lactamases (e,g.: &cido clavulanico) e seus genes séo de origem
cromossomal, no entanto podem apresentar superexpressao induzivel aumentando
até cerca de 1000 vezes sua expressdo quando na presenca de antibidticos
(BAGGE et al., 2002; MELETIS,BAGKERI, 2013). Em P.aeruginosa, os sistemas de
efluxo contribuem para o fenétipo de resisténcia a diversos antimicrobianos de
importancia clinica, além disso, acredita-se que alguns sistemas de efluxo também
estejam envolvidos com a patogenicidade, ou seja, na colonizacdo e sobrevivéncia
da célula bacteriana dentro do hospedeiro (LAMERS; CAVALLARI; BURROWS,
2013; PIDDOCK, 2006).

A diminuicdo ou até mesmo auséncia da expressdo do gene oprD que
codifica a porina OprD, tem importante contribuicdo para a resisténcia inclusive aos

carbapenémicos, principalmente imipenem (LIU et al., 2013).
2.2.1 Mecanismos de resisténcia adquiridos em Pseudomonas aeruginosa

P.aeruginosa consegue desenvolver resisténcia a uma grande variedade de
agentes antimicrobianos. A resisténcia adquirida € uma consequéncia de mutacdes
no seu DNA ou pela aquisicdo de genes, através de processos de transferéncia
genética horizontal, e essa resisténcia pode ocorrer durante a terapia antimicrobiana
(POOLE, 2011). As mutac8es geralmente sao responsaveis pela superexpresséo de
beta-lactamases endogenas ou dos sistemas de bombas de efluxo, ou até a
diminuicdo da expressédo de porinas especificas e modificacdes de sitios-alvos de
antimicrobianos, enquanto que a aquisicdo de genes de resisténcia esta
principalmente associada as beta-lactamases (e.g.: ESBLs, KPC, MBLS) e as
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (MELETIS; BAGKERI, 2013).
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Carbapenemases do grupo B de Ambler que possuem um ion zinco (Zn2+) no
centro ativo, sdo encontradas em isolados de P.aeruginosa no mundo inteiro e séo
chamadas de metalo beta-lactamases (MBLS), esses genes sdo encontrados em

integrons transferiveis (GISKE et al., 2009).

A Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC), enzima que pertence ao
grupo 2f da classificagcdo funcional de Bush e Jacoby, inicialmente apenas descrita
em Klebsiella, o gene blakpc ja foi descrito em isolados de P.aeruginosa inclusive no
Brasil, demonstrando a capacidade de disseminacdo dessa enzima em diferentes
espécies bacterianas (BUSH; JACOBY, 2010; JACOME et al., 2012)

2.3 Pseudomonas aeruginosa e antimicrobianos

Ha um numero limitado de antimicrobianos considerados ativos contra P.
aeruginosa, incluindo penicilinas anti-pseudomonas (piperaciclina e ticarciclina) e
cefalosporinas, carbapenémicos e fluoroquinolonas, principalmente ciprofloxacina
(CARMELI et al., 1999) (CLSI, 2013). Agentes antimicrobianos usualmente utilizados
no tratamento das infeccbes causadas por P.aeruginosa séo ceftazidima e
imipenem, no entanto os isolados clinicos vém frequentemente demonstrando
resisténcia a esses farmacos através da aquisi¢cdo de genes que codificam enzimas
beta-lactamases de espectro estendido (ESBLsS) e/ou metalo beta-lactamases
(MBLS).

A deteccdo da ESBL do tipo GES, mais especificamente a GES-5, subtipo
gue demonstrou ampliacdo da sua capacidade hidrolitica para carbapenémicos vem
adquirindo importancia (CASTILLO-VERA et al., 2012; PICAO; GALES, 2007).
Devido as bactérias produtoras de enzimas ESBLs, 0 uso de antibiticos da classe
dos beta-lactamicos fica restrito apenas aos carbapenémicos (PICAO; GALES,
2007). Entretanto, os primeiros isolados de P.aeruginosa produtores de KPC
(Klebsiela pneumoniae carpenemase) foram detectados no ano de 2007 na
Colombia (VILLEGAS et al., 2007). A partir de entdo, varios relatos ocorreram como
nos Estados Unidos (POIREL et al.,, 2010), Trinidade e Tobago (AKPAKA et al.,
2009), China (GE et al., 2011) e recentemente também no Brasil (JACOME et al
2012). Essas enzimas do tipo KPC, que conferem resisténcia aos carbapenémicos,
e juntamente com as ESBLs fazem com que restem apenas as polimixinas como as

Gnicas alternativas terapéuticas, que sdo polipeptideos que apresentam
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nefrotoxicidade e até mesmo neurotoxicidade para o paciente. (PICAO & GALES,
2007) (MENDES; BURDMANN, 2009)

A Sociedade de Doencas Infecciosas da Ameérica apontou seis patdégenos
para os quais ha poucos ou nenhum farmaco com eficacia que estao no estado final
de desenvolvimento, ainda que seja feita uma escolha adequada, o tratamento
dessas infeccbes € limitado; sdo eles: membros da familia Enterobacteriaceae
produtores de ESBL, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecium-vancomicina resistente, Staphylococcus aureus-meticilina
resistente, e espécies de Aspergillus (LEE; BAE; LEE, 2011)

2.4 Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBLS)

As Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) sdo enzimas de
resisténcia pertencentes a classe das beta-lactamases que tem acdo sobre o0s
antibioticos beta-lactamicos, e em geral, sdo capazes de hidrolisar penicilinas (ex:
ampicilina e piperaciclina), cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta
geracdo e o monobactamico aztreonam. ESBLs (particularmente as derivadas da
familia TEM e SHV, que séo as beta-lactamases classicas) sdo prontamente inibidas
pelos inibidores de beta-lactamases disponiveis comercialmente (e.g.:. &cido
clavulanico, tazobactam ou sulbactam) fato que ndo acontece com a mesma eficacia
nas ESBLs que n&o pertencem as familias TEM e SHV (PEREZ et al, 2007). As
ESBLs agem clivando o anel de beta-lactamico através de uma ligacdo néo
covalente da hidroxila livre ao lado do sitio ativo do residuo de serina, a hidrélise
finalemente libera a enzima ativa e o antimicrobiano hidrolisado inativo (DA SILVA,;
LINCOPAN, 2012; DE SOUSA JUNIOR; FERREIRA; CONCEIQAO, 2004).

Figura 1-Representacdo esquematica da acdo das enzimas ESBLSs sobre 0s

antibiodticos beta-lactamicos.
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FONTE: DA SILVA; LINCOPAN (2012)
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Em meados dos anos 80 evidenciou-se a resisténcia as cefalosporinas de
amplo-espectro em bactérias gram-negativas tendo como base dessa resisténcia a
producdo de beta-lactamases. Dentre as primeiras ESBLs as mesmas foram
descritas em bactérias relacionadas com infeccbes graves, que causaram
problemas clinicos significantes estavam as mutantes derivadas das beta-
lactamases de espectro restrito SHV-1 e TEM-1. Os genes codificantes dessas
enzimas mutantes estdo presentes em elementos genéticos moveis facilitando a
disseminacdo entre os patogenos (LIVERMORE, 1995). De acordo com a mais
recente classificagdo funcional das beta-lactamases proposta por Karen Bush e
George Jacoby em 2010, as ESBLs pertencem aos grupos 2be (ex.: TEM-3, SHV-2,
CTX-M-15, PER-1 E VEB-1); 2ber (ex.: TEM-50). Até entéo, haviam sido detectadas
172 enzimas da familia TEM, 127 da familia SHV, 90, 5 e 7 enzimas das familias
CTX-M, PER e VEB, respectivamente. Com relagédo a familia GES, foram detectadas
15 enzimas e elas foram classificadas no grupo 2f (Carbapenemases) com uma
ressalva quanto a GES-1 que ao contrario das demais, demonstrou pouca interacao
com o imipenem, (BUSH & JACOBY, 2010).

Em 2005, Poirel e colaboradores detectaram em P. aerugninosa na enzima
GES-9 a mutacdo de uma glicina no lugar de uma serina na posicao 243 nao
demonstrou atividade contra carbapenémicos, apesar de possuir a mesma mutagao
(glyl70ser) que confere atividade carbapenemase a outras enzimas da mesma
familia, por exemplo GES-2, GES-3 e GES-4 (POIREL et al, 2005). Mais de 430
ESBLs foram caracterizadas sendo muitas delas descritas no Brasil (DA SILVA;
LINCOPAN, 2012).

2.4.1 ESBLs: Familia TEM e SHV

As enzimas TEM e SHV foram descritas nos inicio dos anos 80, o nome
“TEM” é uma contracdo de Temoniera, nome do paciente cuja bactéria resistente foi
isolada, ja “SHV” faz alusdo ao grupo sulfidril varidvel (do inglés, “sulphydryl
variable”) que & uma propriedade bioquimica da enzima, portanto ndo ha um
consenso em relagdo ao nome das beta-lactamases de uma forma geral
(HERITAGE et al., 1999; POIREL et al.,, 2000). Sua importancia se deve a que a
maioria das ESBLs sao derivadas dessas beta-lactamases de espectro restrito do

tipo TEM-1 e TEM-2 e SHV-1, que sao penicilinases e passaram por uma ou mais
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substituicdes de aminoacidos ao redor do seu sitio ativo o que explica a extensao do
seu perfil de hidrélise (GNIADKOWSKI, 2001; MEDEIROS, 1997).

A prevaléncia dessas beta-lactamases em populacbes de enterobactérias
hospitalares, tem refletido, por exemplo, num indice de resisténcia a ampicilina de
cerca de 50% em Escherichia coli. (GNIADKOWSKI, 2001). Enzimas do tipo TEM e
SHV séo bastante comuns em bactérias da familia Enterobacteriaceae e foram
identificadas em isolados de P.aeruginosa entre 1996 e 2002 (PICAO & GALES,
2007).

Em 1999, variantes com espectro estendido como TEM-42 e SHV2a ja
haviam sido relatadas em poucos isolados de P.aeruginosa na Franca (POIREL et
al., 1999). Estudos de clonagem e sequenciamento realizados na Franca, relataram
um isolado de P.aeruginosa carreando o gene blarem-21, que faz parte de transposon
Tn801 de origem cromossomal interrompido por um 1S6100, demonstrando que
esses genes possuem as mais variadas origens (DUBOIS et al., 2002)

Outras variantes da familia TEM, também foram descritas em P.aeruginosa
na Franca: TEM-4, TEM-21, TEM-24. Quanto a familia SHV, além SHV2a, ja citada,
foram encontrados isolados de P.aeruginosa produtores de SHV-5 e SHV-12 na
Tailandia (WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003; )

2.4.2 ESBLs: Familia CTX-M

CTX-M é um grupo de beta-lactamases, amplamente disperso no mundo
inteiro, essas enzimas foram inicialmente relatadas na segunda metade dos anos
1980, no entanto sua dispersdo entre as bactérias por diversas partes do mundo
aumentou drasticamente desde 1995. As enzimas CTX-M, receberam esse nome
em referéncia a sua atividade hidrolitica acentuada contra cefotaxima além de outras
cefalosporinas de amplo espectro. (BONNET, 2004). Na Alemanha, no inicio do ano
de 1989, foi relatada uma E. coli resistente a cefotaxima, que produzia uma enzima
nao pertencente a familia TEM nem SHV de ESBLs, a enzima foi entdo designada
CTX-M-1 (BAUERNFEIND, et al 1990).

Um estudo filogenético demonstrou que h& cinco principais grupos de
enzimas CTX-M (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTXM-25). Os membros
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de cada grupo compartiiham >94% de identidade, j& entre membros de grupos
distintos observou-se <90% de identidade (BONNET, 2004).

Estudos revelam que as enzimas CTX-M tem como origem uma beta-
lactamase cromossomal blax .ua encontrada em Kluyvera ascorbata que confere a
essa bactéria baixos niveis de resisténcia as penicilinas, cefalotina e cefuroxima.
Observou-se que o0 gene blak .ya compartilhna 98,6% de identidade com CTX-M-5 e
Toho-1 (que é um tipo de cefotaximase), e 100% de identidade com CTX-M-2, CTX-
M-4, CTX-M-6 e CTX-M-7 (Figura 2) (HUMENIUK et al., 2002).

Figura 2: Comparacao entre o gene blak _ya-1 € 0s diferentes tipo de CTX-M
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FONTE: HUMENIUK, et al (2002).

No Brasil, a enzima CTX-M-2 ja foi identificada em um isolado de
P.aeruginosa proveniente de uma amostra de hemocultura de uma paciente, quatro

dias apds seu 6bito devido um choque séptico (PICAO et al., 2009)
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2.4.3 ESBLs: Familia GES

GES, nome dado a beta-lactamase de espectro estendido da Guiana, € outra
familia de ESBLs néo pertencente a familia TEM e SHV que pertence a classe A de
Ambler e vem emergindo no mundo inteiro (WELDHAGEN et al, 2006). Na
classificacdo das beta-lactamases proposta por Bush e Jacoby, a GES aparece no
grupo 2f e até entdo possuia um total de 15 representante (WELDHAGEN, 2006)
(BUSH & JACOBY, 2010).

A bactéria Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae ORI-1) que carreava o
gene blages foi isolada em 1998, na Franca, a partir de uma amostra de swab retal
de uma paciente do sexo feminino de apenas um més de idade, que havia sido
anteriormente hospitalizada no Hospital de Caiena, na cidade de Caiena situada na
Guiana Francesa. Este isolado abrigava um plasmideo néo-transferivel (pTK1) que
confere um perfil de resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro antagonizado
por a adicdo de acido clavulanico, tazobactam, ou imipenem (POIREL et al., 2000).
Hoje se sabe que essa primeira representante da familia GES, denominada GES-1,
possui atividade limitada contra o imipenem (BUSH & JACOBY, 2010).

Desde o ano 2000, varios novos tipos de GES vem sido descritas e
caracterizadas das diversas regides do mundo (WELDHAGEN, 2006). A variante
GES-2 foi descrita num isolado de P.aeruginosa proveniente de amostras de
hemocultura na Africa do Sul, e sua diferenca em relacdo a GES-1 consiste em uma
substituicdo de uma asparagina no lugar de uma glicina na posicdo 170 que
corresponde a regiao do “loop” 6mega das enzimas da classe A de Ambler, essa
mutacdo conferiu maior capacidade hidrolitica contra o imipenem (POIREL et al.,
2001) Em 2006 na China, a variante GES-5 foi descrita pela primeira vez em
P.aeruginosa, apresentando 3 mutacfes nucleotidicas silenciosas em relacdo a
GES-5 descrita em Escherichia coli (WANG et al., 2006).

GES-1 pode ser considerada a variante de ESBL tipo GES mais difundida,
pois foi posteriormente descrita na Argentina, Portugal, Africa do Sul, Franca e
também no Brasil. GES-1 foi encontrada em duas espécies bacterianas diferentes,
K.pneumoniae e P.aeruginosa. Em todos os casos relatados, GES-1 esta associada
ao integron de classe 1 (WELDHAGEN et al, 2006).Na América do Sul, ha relatos de
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ESBLS tipo GES na Argentina e na Colombia por exemplo (MARTINEZ; ESPINAL;
MATTAR, 2007; PIERSIGILLI et al., 2009)

Tabela 1. Nomenclatura e epidemiologia de ESBLSs tipo GES

Country of Isolated from Bacterial

Designation GenBank no. origin other countries host species
GES-1 AF156486 French Guiana Brazil, Portugal., K. pneumoniae
Argentina, P, aeruginosa

South Africa. France

GES-2 AF326355 South Africa Argentina P. aeruginosa
GES-3 ABI113580 Japan K. pneumoniae
GES-4 AB116260 Japan K. pneumoniae
GES-5° AY494717 Greece Korea E. coli

K. pneumoniae
GES-6° AY494718 Greece K. pneumoniae
GES-7 (IBC-1) AF208529 Greece E. cloacae
GES-8 (IBC-2) AF329699 Greece P, aeruginosa
GES-9 AY920928 France P. aeruginosa

FONTE: WELDHAGEN (2006)

Até o momento no Brasil, ha relatos de P.aeruginosa carreando o gene blaces
nos estados de Séo Paulo, Rio de Janeiro e Amazoénia, cujo primeiro data de 2002
numa paciente que desenvolveu infeccdo no sitio cirdrgico apés histerectomia, o
isolado era produtor de GES-1. No Rio de Janeiro os isolados também eram
produtores de GES-1. Outros casos em Sao Paulo detectaram as variantes GES-1 e
GES-5 sendo o mais recente foi em 2012, GES-5 também foi descrita na regido
amazobnica do Brasil, fato que preocupa, pois demonstra que os isolados circulantes
produtores de GES-1 podem ter sofrido mutacdo. (DA FONSECA et al., 2007,
PELLEGRINO et al., 2006; POLOTTO et al., 2012)

2.4.4 Epidemiologia de Pseudomonas aeruginosa produtoras de ESBLs

Existem relatos da ocorréncia de P.aeruginosa produtoras de ESBLs em
todos os continentes (PICAO & GALES, 2007). A primeira ESBL relatada em
P.aeruginosa foi de um isolado produtor de PER-1 proveniente do trato urinario de
um paciente de um hospital francés em 1991 e era inibida por acido clavulanico, a
enzima foi posteriormente encontrada na Siria, Ira, Iraque, Leste Europeu, Franca,
Bélgica e Italia (NORDMANN et al., 1993; PICAO & GALES, 2007). Entre 1996 e
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2002 foram detectadas P.areuginosa produtoras de TEM e SHV, a isolado clinico
produtor da variante TEM-42 foi descrito na Franca obtido da pele de um paciente
com graves queimaduras (MUGNIER et al., 1996; PICAO & GALES, 2007). Num
hospital da Tailandia em 1999 foram detectadas duas amostras de P.aeruginosa
produtoras de VEB-1, e também uma variante VEB-3 na China em 2006 (GIRLICH
et al., 2001; PICAO & GALES, 2007). Na Franca em 1998, o gene blages.: foi
encontrado em um isolado de K.pneumoniae proveniente de “swab” retal de uma
paciente previamente internada na Guiana Francesa (POIREL et al, 2000). Em 1999,
também na Franca, foi descrita a presenca de GES-1 em P.aeruginosa numa

amostra de escarro de uma paciente de 46 anos internada (DUBOIS et al, 2002).

A primeira ESBL detectada em P.aeruginosa no Brasil foi proveniente de um
isolado carreando o gene blages.1, obtida do uma infec¢édo do sitio cirtrgico de uma
paciente de 63 anos internada num hospital em Sao Paulo que havia sido submetida
a histerectomia devido a uma neoplasia do endométrio. A paciente estava sendo
tratada empiricamente com Polimixina B/ Vancomicina, que conseguiu erradicar a
infeccdo, porém ela veio a Obito apdés trés meses de permanéncia na UTI.
(CASTANHEIRA et al, 2004). Em 2005, foi detectada a producdo de CTX-M-2 em
P.aeruginosa no Brasil, o isolado foi obtido de uma hemocultura positiva, cuja
paciente estava internada com suspeita de pneumonia, outras enzimas da familia
CTX-M ja haviam sido descritas em P.aeruginosa em paises como Holanda e Bolivia
(PICAO et al, 2009). Todos esses relatos demonstram o quanto é imprescindivel a
deteccdo dessas enzimas amplamente disseminadas pelo mundo e que conferem
ampla resisténcia aos bacilos gram-negativos, em especial a P.aeruginosa, foco do

presente estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1-Objetivo geral

Determinar a frequéncia genotipica das Beta-lactamases de Espectro
Estendido (blatgym, blasny, blactxm, blages) em isolados clinicos de P. aeruginosa
provenientes do Hospital das Clinicas-UFPE, durante o periodo de abril de 2011 a
maio de 2013.

3.2- Objetivos especificos

-Avaliar os perfis de susceptibilidade dos isolados de P.aeruginosa procedentes do
Hospital das Clinicas-UFPE;

-Realizar a pesquisa molecular dos genes codificantes de ESBL (blaTEM, blaSHV,
blaCTX-M, blaGES)

-Correlacionar os dados moleculares com o perfil de susceptibilidade aos

antimicrobianos.

-Descrever os dados microbiol6gicos e moleculares dos isolados de acordo com a

procedéncia clinica e setor hospitalar.
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4. METODOLOGIA

4.1-Desenho do estudo

Estudo descritivo de base laboratorial, onde foram realizadas técnicas de
biologia molecular para deteccdo dos genes de resisténcia em isolados clinicos de P
aeruginosa provenientes do Hospital das Clinicas-UFPE, obtidos entre abril de 2011
a maio de 2013. As metodologias utilizadas seguiram protocolos especificos
contemplados em artigos cientificos sendo realizadas as devidas modificacbes

quando necessério.

4.2-Local do estudo

Os isolados foram obtidos de pacientes internados no Hospital das Clinicas
de Pernambuco, sendo este o0 hospital-escola da Universidade Federal de
Pernambuco, Centro Ciéncias da Saude (CCS). A andlise dos isolados para
deteccdo dos genes codificantes de ESBLs foi realizada no laboratério de

Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical- UFPE.

4.3-Padronizacdo das técnicas empregadas
4.3.1 Armazenamento dos isolados bacterianos

Os isolados de P.aerugnosa obtidos do Laboratério de Bacteriologia do HC-
UFPE foram inoculados em tubos de tampa rosqueavel contendo meio Agar Casoy
inclinado e transportados para o Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular no
Departamento de Medicina Tropical- UFPE. ApGs a incubacdo em estufa a 37°C
durante 18 a 24 horas, os isolados foram semeados em meio Agar Cetrimide, que é
seletivo para o isolamento de P.aeruginosa, neste meio de cultura se observam as
caracteristicas fenotipicas dessa bactéria, como a producdo de pigmentos
(pioverdina e piocianina), a morfologia da col6nia e odor caracteristico. Os isolados
de P. aeruginosa, portanto, foram estocados em microtubos com glicerol 20% e

caldo BHI em freezer a -20 °C.
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4.3.2 Extracao de DNA total

ApGs incubacdo em caldo LB num periodo de 18 a 24 horas, a extragdo do
DNA total foi realizada utilizando o kit Brazol (LGC-Biotecnologia), de acordo com o

protocolo fornecido pelo fabricante, como mostra a figura 3 abaixo:

Figura 3: Representacdo esquematica da extragdo de DNA utilizando o Kit
brazol.

Transferir a fase superior
para um tubo contendo
300pL Isopropanol gelado

R =

300pL Brazol 50pL Cloroférmio
_, =100pL Cultura gelado
<€ =
<

Homogeneizar por . A o 2
i a 10.000rpm/12 min a 4°C gitar por inversdo i °
|nve2rfnai?13::)rsante ( o ) dirante P minuos (10.000rpnvV18 min a 4°C)

£ TN +

T = R 1 V*\ ‘i-,‘ o
¢ v ¢ o ¢ b ¢ v,
v v/ v
Ressuspender o Desprezaro adnlc';\:-na;%rgo i Desprezaro
precipitado em sobrenadante por Etanol 9501” sobrenadagte
20pL deTE (1:10) inversao. Esperar gelado i porinversao
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por completo

FONTE: JACOME, P.R.L.A. 2012

O DNA bacteriano foi devidamente quantificado através do nanodrop

(espectrofotometria) em uma faixa de comprimento de onda entre 260 a 280 nm.
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4.3.3 Condi¢cbes para deteccdo dos genes blatem, blasyy, blactxm, através de
PCR

A técnica de PCR foi empregada de acordo com o perfil de resisténcia dos
isolados em estudo para pesquisa molecular dos genes codificantes das enzimas
ESBLs: TEM, SHV, CTX-M. Os “primers” utilizados estado dispostos na tabela abaixo
e a técnica foi realizada de acordo com os autores. A reacgdo foi preparada para
atingir um volume total de 25ul, contendo 5ng de DNA, 2.0U da enzima Taq DNA
polimerase (Promega, USA), 200uM de cada dNTP (Promega, USA), 1.5mM de
MgCl,, 1uM de cada “primer” e o tampao de reacdo 1X (concentragao final). As
reacOes foram levadas ao termociclador (Biosystems) e ap0s de aquecimento prévio
(95°C por 5min), seguiram-se 35 ciclos de 1min a 95°C, 1min na temperatura
especifica cada para cada “primer” (tabela 2) e 1min a 72°C. A extenséo final foi de
10min a 72°C para os genes blasny, blatem, blactx-m.(CABRAL et al, 2012).

Tabela 2: Primers usados para amplificacéo dos genes blaspy, blargm, blactx-m.

4.3.4 CondicOes para deteccdo dos gene blages através de PCR.

Nome do Sequéncia (5°-3") Temperatura de
primer anelamento
CTX-MA1 SCSATGTGCAGYACCAGTAA 61°C
CTX-MA2 CCGCRATATGRTTGGTGGTG

CTX-M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 60°C
CTX-M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC

CTX-M25U ATGATGACTCAGAGCATTCG 62°C
CTX-M25L TGGGTTACGATTTTCGCCGC

SHV. For GGGTTATTCTTATTTGTCGC 62°C
SHV.Rev AGCGCGAGAAGCATCCTG

T1F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 57°C

T2R GACAGTTACCAATGCTTAATC
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4.3.4 CondigBes para deteccdo dos gene blages através de PCR.

Os isolados que apresentaram resisténcia a carbapenémicos foram
submetidos a técnica de PCR para pesquisa do gene blages . A reacao foi
preparadas para um volume final de 25 pL por tubo, compreendendo: 10 ng DNA
gendémico, 10 pmol de cada “primer”, tampao 1x, 200 yM de dNTPs, 1,5 mM de
MgCl, e 2U da enzima Taq DNA polimerase. A reacao para amplificacdo do gene
blaces utilizou as seguintes condi¢cdes de ciclagem: 3 min a 93°C de aquecimento
prévio; seguido de 40 ciclos de 1 min a 93°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C, sendo
que o ultima extensdo foi de 7 min a 72°C. (WANG et al, 2006). Os “primers”
utilizados foram: GES1A 5-ATGCGCTTCATTCACGCAC-3' e GES-1B, 5'-
CTATTTGTCCGTGCTCAGG-3'.

4.3.5 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da reacdo de PCR foram aplicados hum volume de 5uL no gel de
agarose a 1% para posterior visualizagdo dos “amplicons” referentes aos genes
pesquisados, através de uma eletroforese. O gel estava submerso em tampao TBE
0,5x e foi submetido a uma voltagem constante de 100 v. Um marcador de 100pb
(AMRESCO) foi utilizado como padrdo de peso molecular. Os produtos da PCR
foram adicionados de 1 pL do corante de DNA Blue. Apds o término da eletroforese
os “amplicons” foram visualizados sob luz  ultravioleta e devidamente

fotodocumentados.
4.3.6 Determinacao da relacao clonal realizada por ERIC-PCR.

As reacdes de ERIC-PCR foram preparadas em um volume total de 25 uL por
tubo, contendo: 100 ng de DNA gendmico, 10 pmol dos “primers” (ERIC-1 [5-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3’]; ERIC-2 [5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-
3’]), Tampao 1x, 200 yM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl, e 1,0 U da enzima Taq
polimerase. As condicbes de ciclagens utilizadas na reacdo de ERIC-PCR foram:
aguecimento inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacéo a
92°C por 1 minuto, anelamento a 36°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 8
minutos. Apds os 40 ciclos realizou-se uma etapa de alongamento final de 16
minutos a 72°C. Os produtos de ERIC-PCR foram corados com corante de DNA

Green e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (DUAN et al, 2009).
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5. CONSIDERACOES ETICAS

Os isolados bacterianos foram coletados no periodo descrito no projeto,
provenientes de pacientes internados das diversas enfermarias clinicas e cirargicas
do Hospital em estudo. Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao de
ética do Centro de Ciéncias da Saude bem como pelo seu respectivo adendo,
namero CAAE 0490.0.172.000-11. (Anexos A e B)
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6. CONCLUSOES

-Os isolados de P.aeruginosa provenientes do HC-UFPE apresentaram niveis de
resisténcias a cefalosporinas de amoplo espectro de 80,5%, aos carbapenémicos de

33,96%; 51,57% foram resistentes ao monobactamico aztreoan.

-Dos setenta e um isolados testados para o0 gene blargm, apenas um foi positivo. No
entanto, esse achado representa a disseminacdo desse gene entre P.aeruginosa.
Dois isolados a carreavam o gene blages, dentre 54 isolados testados. O isolados
GES positivos apresentaram relacdo clonal mediante a ERIC-PCR e o
sequenciamento revelou que se tratava da variante GES-1, descrita apenas nos

estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro.

-O isolado TEM- positivo foi sensivel apenas a polimixina B e aos carbapenémicos
no teste de susceptibilidade, ja os clones produtores de GES-1 foram considerados

pan-resistentes por serem sensiveis apenas a Polimixina B.

-O isolado produtor de TEM foi obtido de um paciente da UTI de uma urocultura; os
dois isolados GES-positivos foram provenientes de fragmentos de pé direito e

esquerdo, o0 paciente estava internado no setor de clinica médica.
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APENDICE A - Artigo

Estruturacdo do artigo de acordo com as normas do periédico Current Microbiology

Emergéncia de Beta-lactamases de Espectro Estendido em Isolados Clinicos

de Pseudomonas aeruginosa em Recife, Brasil

Emergence of Extended Spectrum Beta-lactamase in clinical isolates of

Pseudomonas aeruginosa in Recife, Brazil

Valdemir Vicente da Silva Junior, Laura Durdo Ferreira, Lilian Rodrigues Alves,
Adriane Borges Cabral, Marcelle Aquino Rabelo, Armando Monteiro Bezerra
Neto, Ana Catarina de Souza Lopes, Maria Amélia Vieira Maciel.

Resumo: Setenta e um isolados de P.aeruginosa resistentes a cefalosporinas de
terceira geracdo e aztreonam foram submetidos a pesquisa do gene blatgy €
cinquenta e quatro isolados resistentes a carbapenémicos foram submetidos a
pesquisa do gene blages. Na técnica de PCR detectamos que um isolado era
produtor de blatem (P97HC) e que dois deles (P118HC e P119HC) carreavam o
blages. Os dois isolados foram provenientes de amostras de pacientes internados
num hospital universitario em Recife-Pernambuco, Brasil. O isolado positivo para
TEM era sensivel apenas a carbapenémicos e polimixina B, j& os isolados positivos
para GES apresentaram sensibilidade apenas a polimixina B no teste de
susceptibilidade a antimicrobianos (TSA). Apés deteccdo molecular do gene blages,
o produto da reacdo de PCR seguiu para o sequenciamento que revelou apos
analises in silico que tratava-se da variante GES-1 (GenBank KF679347). Os
isolados foram submetidos a técnica de ERIC-PCR para avaliacdo do perfil clonal,
onde foi verificada uma relacdo clonal entre os mesmos. Estes sdo 0s primeiros
casos de ocorréncia de ESBLs em P.aeruginosa no nordeste do Brasil. Isso mostra
gue o0 gene esta se dispersando nesse micro-organismo pelo pais, fato que merece
uma atencdo especial dado que essas enzimas conferem um amplo espectro de

resisténcia, dificultando o tratamento das infec¢des por P.aeruginosa
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Abstract: Seventy-one isolates of P. aeruginosa resistant to third generation
cephalosporins and aztreonam were submitted to research blarev gene and fifty-four
isolates resistant to carbapenems were submitted to the research blaces gene. In
PCR detected that it was an isolated producer blatgy (P97HC) and that two of them
(P118HC and P119HC) carried the blages. Two isolates were from specimens of
patients in a university hospital in Recife, Pernambuco, Brazil . Isolate positive for
TEM was sensitive only to carbapenems and polymyxin B, while positive isolates to
GES were sensible only to polymyxin B in antimicrobial susceptibility testing (AST).
After molecular detection of blages gene, the product of the PCR reaction for
sequencing that followed after in silico analysis revealed that this was the variant
GES-1 (GenBank KF679347). The isolates were subjected to the technique of ERIC-
PCR for evaluation of clonal profile, where a clonal relationship was observed
between them. These are the first cases of occurrence of ESBLs in P. aeruginosa in
northeast of Brazil. This it shows that the gene is dispersing this microorganism in the
country a fact that deserves special attention because these enzymes confer a broad

spectrum of resistance, making treatment difficulting infections by P. aeruginosa.

Valdemir Vicente da Silva Junior,

Laura Durdo Ferreira, Lilian Rodrigues Alves,
Adriane Borges Cabral,

Marcelle Aquino Rabelo,

Armando Monteiro Bezerra Neto,

Ana Catarina de Souza Lopes,

Maria Amélia Vieira Maciel.

Departamento de Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco. Av.
Moraes Rego 1235 - Cidade Universitaria, Recife-PE / Brasil. E-mail:

jrvl_1@hotmail.com



46

Introducéo

Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno associado a infec¢des oportunistas
gue vem sendo relatado no mundo inteiro [2,37, 29]. O principal sitio de infec¢ao séao
as vias aéreas, sendo por isso, frequentemente isolada de amostras de secre¢do
tragueal. No entanto, sua versatilidade em adquirir resisténcia e capacidade de
adaptacao faz de P.aeruginosa um micro-organismo causador de diversos tipos de
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude [28,38]. Mecanismos de resisténcias
tanto intrinsecos quanto adquiridos sdo uma das causas mais recorrentes de falhas
terapéuticas nas infec¢des por esses patdégenos. Dentre 0s mecanismos intrinsecos
merecem destaque, os sistemas de efluxo multidrogas, a reducédo da expressao de

porinas e as beta-lactamases cromossomais do tipo AmpC [2,25].

Quanto as beta-lactamases adquiridas por mecanismos de transferéncia
genética encontradas em P.aeruginosa podemos citar as metalo beta-lactamases
(MBL), Klebsiella pneumoniae Carbapenemases, e as ESBLs, que sdo as beta-
lactamases de espectro estendido inibidas por acido clavulanico.[1,7] Algumas
variantes da beta-lactamases classicas TEM e SHV ja foram descritas em
P.aeruginosa (e.g.: TEM-4, TEM-21, TEM-42, SHV-2a, SHV-5) [27]. Dentre as
ESBLs néo derivadas das beta-lactamases de espectro restrito TEM-1, TEM-2 e
SHV-1 encontramos as cefotaximases (CTX-M) e também a ESBL tipo GES [8,15].

Inicialmente descrita num isolado de K. pneumoniae na Franca proveniente
de uma paciente previamente hospitalizada na Guiana Francesa, a enzima GES
(Beta-lactamase de espectro estendido da Guiana) possui, segundo a atualizacéo
das beta-lactamases proposta por Bush e Jacoby em 2010, cerca de 15 variantes,
sendo a GES-1 mais difundida entre os paises [34]. A GES-1 apresenta pouca
afinidade com o imipenem, porém mutacdes geraram variantes com atividade
hidrolitica ampliada para carbapenémicos, como por exemplo a GES-5. O primeiro
relato de uma ESBLs num isolado de P.aeruginosa foi exatamente uma GES-1
proveniente de paciente submetida histerectomia em Sao Paulo no ano de 2002
[35].
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O presente trabalho teve por objetivo relatar a presenca de ESBLs entre
isolados clinicos de P.aeruginosa provenientes de pacientes internados num hospital
universitario em Recife-PE, Brasil. Estes achados possuem importancia
epidemioldgica, ja que sabemos da facilidade de dispersdo desses genes entre

espécies de P.aeruginosa.

Materiais e Métodos:
Isolados Bacterianos

Um total de 159 isolados de P.aeruginosa provenientes de amostras clinicas
(ponta de cateter, drenos, abcessos, ferida operatéria, sangue e secrecdes
diversas), de pacientes ambientados nos setores de risco (Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs), clinicas cirdrgicas e servico de hemodialise/nefrologia) do Hospital
das Clinicas de Pernambuco, foram coletados entre os anos de 2011 e 2013. De
acordo com o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados, 54
demostraram resisténcia a carbapenémicos (imipenem e/ou meropenem) e foram

selecionados para a pesquisa do gene blages.

Extracdo do DNA total dos isolados

Os isolados previamente selecionados para o estudo foram incubados a uma
temperatura de 37° entre 18 a 24 horas em tubos contendo caldo LB. Apds o
crescimento, os inéculos foram submetidos a um processo extracdo de DNA através
do kit Brazol (LGC-Biotecnologia) segundo as instrucbes do fabricante. O DNA
extraido foi devidamente quantificado por espectrofotometria entre 260 a 280 nm de

comprimento de onda
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CondicOes para realizacdo da técnica de PCR

As PCRs para pesquisa do gene blargm foram realizadas segundo Cabral e
colaboradores 2012 [6]. J& as reacOes de amplificacdo do gene blages por PCR
continham: 10 ng DNA gendémico, 10 pmol de cada “primer”, tampao 1x, 200 yM de
dNTPs, 1,5 mM de MgCl;, e 2U da enzima Taq DNA polimerase. A reacao utilizou as
seguintes condicdes de ciclagem: 3 min a 93°C de aquecimento prévio; seguido de
40 ciclos de 1 min a 93°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C, sendo que o ultima
extensdo foi de 7 min a 72°C. Os “primers” utilizados para o gene blages foram:
GES1A 5-ATGCGCTTCATTCACGCAC-3’ e GES-1B, 5'-
CTATTTGTCCGTGCTCAGG-3’ [40]. Os produtos da reacdo de PCR foram
aplicados em gel de agarose a 1% para realizacao de eletroforese. Um marcador de
100pb (AMRESCO) foi utilizado como padrédo de peso molecular. Apds o término da
eletroforese os fragmentos correspondentes ao gene em estudo foram visualizados

sobe luz ultravioleta e devidamente fotodocumentos.

Condicao para realizacéo da ERIC-PCR

As reacdes de ERIC-PCR foram preparadas em um volume total de 25 uL por
tubo, contendo: 100 ng de DNA gendémico, 10 pmol dos “primers” (ERIC-1 [5-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3’]; ERIC-2 [5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-
3’]), Tampéao 1x, 200 yM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl, e 1,0 U da enzima Taq
polimerase. As condicdes de ciclagens utilizados na reacdo de ERIC-PCR foram:
aguecimento inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacédo a
92°C por 1 minuto, anelamento a 36°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 8
minutos. Apds os 40 ciclos realizou-se uma etapa de alongamento final de 16

minutos a 72°C.

Os produtos de ERIC-PCR foram corados com corante de DNA Green e
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, visualizados sob luz

ultravioleta e fotodocumentados para analise de perfis clonais [9].
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Sequenciamento e analise in silico

O produto da PCR foi quantificado por espectrofotometria e posteriormente
purificado através do kit de purificacdo de DNA Wizard (SV gel and PCR clean-up
System) (Promega) de acordo com as instru¢gfes do fabricante. Apds a purificacédo o
fragmento de DNA foi levado ao sequenciamento. Este apresentou resultado
satisfatorio, os “picos” correspondentes a cada base nitrogenada que compde o
nucleotideo (A, T,C e T) foram analisados pelo software Chromas Lite, onde foi
confirmada a autenticidade da sequéncia, dado que a sequencia obtida foi
comparada com o banco de dados do Genbank (NCBI). A sequencia de
aminoacidos correspondente a cada trinca de bases nitrogenadas foi obtida
utilizando-se o software EXPASY (Expert Protein Analysis System). Apds o término

das andlises in silico a sequéncia foi depositada no GenBank (KF679347).

Resultados e discusséao

De um total de 159 isolados de P.aeruginosa coletados de hospital
universitario em Recife, 71 isolados MDR resistentes a cefalosporinas de amplo
espectro e aztreonam, e 54 isolados que apresentaram resisténcia a
carbapenémicos foram selecionados para pesquisa dos genes blaTEM e blaGES.

O tipo de amostra clinica mais frequente foi secrecédo traqueal (29,56%,
47/159) seguido de amostras de sangue (15,14%, 24/159). A UTI foi o setor
hospitalar, que apresentou maior porcentagem de paciente infectados por
P.aeruginosa (40,88%, 65/159) (Apéndice B).

Isolados multidroga resistentes (MDR) foram 50,94% (81/159), assim
considerados quando a resistentes a trés ou mais classes de farmacos, e os
isolados pan-resistentes (quando resistentes a todas as drogas testadas com

excecdo ou nao da polimixina B) representaram 8,17% (13/159).

A resisténcia aos carbapenémicos foi de 51,57% (82/159). 80,5% (128/159) e
33,96% (54/159) foram resistentes a cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam

respectivamente.
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Foi realizada a pesquisa genética através da PCR, para os genes blargy em
71 isolados e para o gene blaces em 54 isolados, os resultados obtidos foram, um
isolado positivo para TEM (isolado P97HC) e dois isolados positivos para GES
(isolados P188HC e P119HC), sendo que os isolados GES-positivos apresentaram

relagdo clonal através da técnica de ERIC-PCR como mostra a figura abaixo.

P118HC P119HC

Figura 1. Gel de agarose representado a amplificagcdo do gene blages (P118HC e
P119HC) (a esquerda). Gel de agarose mostrando a relacdo clonal entre os dois

isolados de P.aeruginosa produtores de GES (a direita).

Os dois clones produtores de GES foram sensiveis apenas a polimixina B,
sendo considerados pan-resistentes, P.aeruginosa com fendtipo pan-resistente
produtor de GES-5 foi descrito na Amazoénia. Esse resultado merece destaque, pois
vem sendo relatada a presenca de clones extensivamente resistentes, conhecido
como XDR.[5]

O resultado do sequenciamento revelou que os isolados P118HC e P119HC
eram produtores da variante GES-1, apés as analises in silico. Esse tipo de GES ja
foi descrita no Brasil, mas apenas no sudeste do pais, sendo restrita aos Estados de
Séo Paulo e Rio de Janeiro [31,36]. Isso mostra que o0 gene esta se espalhando
nesta bactéria, fato que serve de alerta jA que essa enzima ja apresentou uma

mutacao que conferiu maior atividade contra imipenem, e conhecemos a capacidade
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de P.aeruginosa em adquirir mutacdes [5].No Brasil, também em S&o Paulo e na
Amazonia ja foi descrita avarianteGES-5 [8,36].

O gene blarey ja foi descrito na Franga, onde se encontraram algumas de
suas variantes, mas o Brasil parece n&do apresentar casos de P.aeruginosa
produtoras de TEM, no entanto, precisamos saber qual a variante encontrada nos
nossos isolados, através de sequenciamento. O isolado P97HC foi apenas sensivel
a carbapenémicos e polimixina B no teste de susceptibilidade, expressando assim
um fendtipo de multi-resisténcia [11] .O isolado utilizado como cepa controle ja foi

caracterizado por Cabral e colaboradores em 2012.

Figura 2: Gel de agarose representando a PCR positiva para o gene blargw.

Conclusdes

Devemos considerar a epidemiologia molecular das ESBLs além das
particularidades terapéuticas de cada hospital estudado, o que pode justificar um
percentual relativamente pequeno de isolados positivos para essas enzimas através

da pesquisa molecular.

Os resultados encontrados neste trabalho demonstram a importancia da
pesquisa de genes de resisténcia em P.aeruginosa, como as ESBLS, pois enzimas
como variantes de TEM e GES contribuem de forma efetiva para os fenétipos de

multidroga resisténcia. A presenca de ESBLs em P.aeruginosa é um achado de
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relevancia epidemiolégica, e como ja citamos o Brasil ndo possui muitos dados em
relacdo a presenca dessas enzimas nessa bactéria. Isso, no entanto, ndo exclui a
importancia de outros mecanismos de resisténcia presentes em P.aeruginosa como
por exemplo, bombas de efluxo, reducéo da expressdo de porinas, e até mesmo as

enzimas do tipo KPC.

A relacédo clonal entre os isolados GES-positivos mostra a facilidade que
P.aeruginosa possui em se disseminar, 0 que merece atencdo para que sejam
evitados eventuais surtos de bactérias extensivamente resistentes, conhecidas como
XDR.
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APENCIDE B - Tabela representando os isolados de P.aeruginosa obtidos para

este estudo e seus respectivos tipos de amostra e setor proveniente.

Identificacdo do isolado

Setor Hospitalar

Tipo de amostra clinica

P1HC UTI Secrecao
Traqueal
P2HC UTI Secrecao
Traqueal
P3HC Cirurgia Geral Liquido
P4HC UTI Swab Nasal
P5HC-1 UTI Secrecédo
P5HC-2 UTI Secrecédo
P6HC Cirurgia Geral Sangue
P7HC-1 UTI Secrecdo
P7HC-2 UTI Secrecdo
P8HC UTI Fragmento
POHC Nefrologia Tecido
P10HC Cirurgia Geral Sangue
P11HC UTI Swab Nasal
P12HC UTI Swab Nasal
P13HC Dermatologia Fragmento
P14HC uTI Ponta

de cateter
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P16HC URCC Secrecao
Traqueal
P17HC Nefrologia Sangue
P18HC UTI Ponta de
Cateter
P19HC URCC Sangue
P20HC DIP Sangue
P21HC Dialise Ponta de cateter
P22HC UTI Secrecdo
P23HC UTI Secrecédo
de Ferida
Operatéria
P24HC UTI Secrecéo
P25HC UTI Secrecédo
Traqueal
P26HC Cirurgia Geral Secrecédo
de Dreno
P27HC UTI Liquido
P28HC UTI Fragmento
P29HC Dermatologia Bidpsia
P30HC UTI Secrecédo
Traqueal
P31HC UTI Secrecédo
Traqueal
P32HC DIP Urina
P33HC DIP Sangue
P34HC DIP Sangue
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P35HC UTI Secrecao
Traqueal
P36HC Clinica Médica Fragmento
P37HC UTI Secrecao
Traqueal
P38HC UTI Secrecao
Traqueal
P39HC UTI Swab Retal
P40HC UTI Secrecao
Traqueal
P41HC UTI Secrecao
Traqueal
P42HC UTI Secrecao
Traqueal
P43HC UTI Swab Nasal
P44HC UTI Secrecédo
Ocular
P45HC UTI Sangue
P46HC UTI Secrecao
Traqueal
P47HC UTI Secrecao
de Ferida
Operatéria
P48HC UTI Secrecao
Traqueal
P49HC UTI Secrecao
Traqueal
P50HC URCC Secrecao
Traqueal
P51HC Cirurgia Geral Secrecao
de Ferida
Operatéria
P52HC UTI Secrecao
Traqueal
P53HC Clinica Médica Secrecao

Traqueal
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P54HC Transplante Urina
P55HC URCC Secrecao
Traqueal
P56HC Neurologia Fragmento
P57HC Neurologia Fragmento
P58HC UTI Urina
P59HC Dialise Sangue
P60HC URCC Secrecao
P61HC UTI Secrecao
Traqueal
P62HC Enfermaria Secrecédo
Traqueal
P63HC UTI Urina
P64HC URCC Urina
P65HC Clinica Médica Secrecdo
Traqueal
P66HC Nefrologia Secrecdo
P67HC Nefrologia Urina
P68HC Nefrologia Secrecédo
P69HC Nefrologia Secrecédo
P70HC Nefrologia Fragmento
P71HC Reumatologia Secrecéo
P72HC Reumatologia Secrecéo

de Ferida
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P73HC DIP Secrecéo
Traqueal
P74HC Cirurgia Vascular Secrecéo
de Ferida
Operatéria
P75HC Cirurgia Vascular Fragmento
P76HC Nefrologia Sangue
P77HC UTI Secrecao
Traqueal
P78HC Reumatologia Secrecéo
Traqueal
P79HC UTI Secrec¢do
Traqueal
P8OHC Nefrologia Fragmento
P81HC Urologia Secrecéo
Traqueal
P82HC Nefrologia Sangue
P83HC Urologia Fragmento
P84HC Clinica Médica Urina
P85HC Reumatologia Ponta
de cateter
P86HC Nefrologia Secrecao
de Cateter
P87HC UTI Swab nasal
P88HC UTI Swab nasal
P89HC UTI Swab nasal
P90OHC UTI Secrecao
Traqueal
P91HC Enfermaria Urina
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P92HC UTI Secrecéo
Traqueal
P93HC UTI Swab retal
P94HC Clinica Médica Urina
P95HC Clinica Médica Fragmento
PO96HC Clinica Médica Urina
P97HC UTI Urina
P98HC Pediatria Secrecao
P99HC UTI Secrecao
Traqueal
P100HC Nefrologia Sangue
P101HC Transplante Urina
P102HC UTI Secrecédo
Traqueal
P103HC UTI Secrecao
Traqueal
P104HC UTI Urina
P105HC Enfermaria Fragmento
P106HC Enfermaria Secrecédo
Traqueal
P107HC UTI Secrecédo
Traqueal
P108HC Ortopedia Secrecao
P109HC Clinica Médica Secrecdo
Traqueal
P110HC Pediatria Secrecdo
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P111HC UTI Secrecéo
Traqueal
P112HC Enfermaria Fragmento
P113HC Urologia Urina
P114HC Clinica Médica Secrecéo
Traqueal
P115HC Ortopedia Fragmento
P116HC Ortopedia Fragmento
P117HC URCC Sangue
P118HC Clinica Médica Fragmento
de pé direito
P119HC Clinica Médica Fragmento
de pé esquerdo
P120HC Dialise Secregéo
de ferida
P123HC Clinica Médica Secregéo
Traqueal
P124HC Clinica Médica Urina
P125HC UTI Secrecdo
Traqueal
P126HC Clinica Médica Sangue
P127HC Neurologia Urina
P128HC UTI Sangue
P129HC UTI Secrecao
Traqueal
P130HC Nefrologia Secrecao
de cateter
P131HC UTI Secrecao

Traqueal
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P132HC UTI Swab nasal
P133HC UTI Swab retal
P134HC UTI Secrecao
Traqueal
P135HC DIP Sangue
P136HC Enfermaria Sangue
P137HC Cirurgia Plastica Sangue
P138HC Ortopedia Urina
P139HC DIP Sangue
P140HC Clinica Médica Urina
P141HC UTI Secrecéo traqueal
P142HC Clinica Médica Fragmento
P143HC Endocrinologia Secrecao traqueal
P144HC Bercario Fragmento
P146HC DIP Secrecao ocular
P147HC Enfermaria Secrecao ocular
P148HC Bercgario Fezes
P149HC UTI-neonatal Sangue
P150HC Enfermaria Sangue
P151HC Ambulatério Sangue
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P152HC Ambulatério Swab retal
P153HC Clinica Médica Secregédo
P154HC Nefrologia Ponta de catéter
P155HC Enfermaria Secrecao
traqueal
P156HC Clinica médica Secrecédo
P157HC UTI Secrecdo
P158HC Enfermaria Secrecdo
traqueal
P159HC Enfermaria Secrecdo
traqueal
P160HC UTI Fezes
P161HC UTI Sangue
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ANEXO A- Registro no Comité de Etica n°® 009/11

R .
SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 111/2011 - CEP/CCS Recife, 07 de abril de 2011

Registro do SISNEP FR — 396521

CAAE - 0490.0.172.000-11

Registro CEP/CCS/UFPE N° 009/11

Titulo: Caracterizagdo fenotipico-molecular de Staphylococus spp. Multiresistentes de amostras
de pacientes e profissionais de satide do Hospital das Clinicas de Pernambuco.

Pesquisador Responsavel: Marcelie Aguino Rabelo

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de
acordo com a Resolugio N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saide, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 06 de abril de 2011.

Ressaitamos que a aprovagdo definitiva do projeto seré dada apds a entrega do relatério final,
conforme as seguintes orientacdes:

a) Projetos com. no méaximo. 06 (seis) meses para conclusdo: o pesquisador deverd
enviar apenas um relatério final;

b) Projetos com pericdos maiores de 06 (Seis) meses: o pesquisador devera enviar
relatérios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovagédc somente serd eniregue apos a analise do relatério final.
-7 Atenciosamegnte :

( A

Coordenador do CEP/ CCS7 UFPE

A
Mestranda Marcelle Aquino Rabelo
Departamento de Medicina Tropical - CCS/UFPE

Av. da Engenharia, s/n — 1° Andar, Cid. Universitiria, CEP 50740-600, Recife - PE, Telffax: 81 2126 8588; *
; e-mail: cepccs@uipe.br




ANEXO B- Adendo do Registro no Comité de Etica n° 009/11

Departamento de Medicina Tropical
Mestranda Marcelle Aquino Rabelo
Coordenador Comissdo Etica Pesquisa/CCS/UFPE

Prof. Geraldo Bosco Lindoso Couto

‘ Recife, 01 de fevereiro de 2012

Prezado Coordenador Geraldo Bosco

Venho através desta carta, solicitar 4 VSa. adicionar um termo de adendo ao projeto
intitulado “CARACTERIZACAO FENOTIPICO-MOLECULAR DE
Staphylococcus spp. MULTIRESISTENTES DE AMOSTRAS DE PACIENTES E
PROFISSIONAIS DE SAUDE DO HOSPITAL DAS CLINICAS DE
PERNAMBUCO cujo registro CEP/CCS/UFPE namero 009/11, justificando que
devido a problemas de processamento das amostras no Laboratério do Hospital das
Clinicas da UFPE, e a necessidade de ampliar o tamanho da amostra de bactérias de
interesse médico solicitamos expandir o cronograma do citado projeto para o prazo de

um ano, 4 partir do prazo de aprovagao deste termo de adendo.
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